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αναστολείς της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου ως εν δυνάμει αντιδιαβητικά 
φάρμακα  
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Ο σακχαρώδης διαβήτης (ΣΔ), μία από τις σοβαρότερες ορμονικές 
διαταραχές, εκδηλώνεται όταν τα επίπεδα γλυκόζης (σακχάρου) στο αίμα δε 
διατηρούνται σταθερά. Με σκοπό τη θεραπεία της παθολογικής αυτής κατάστασης, 
ένζυμα και υποδοχείς που εμπλέκονται στη ρύθμιση των επιπέδων γλυκόζης 
χρησιμοποιούνται ως μοριακοί στόχοι για τον κατευθυνόμενο από τη δομή 
σχεδιασμό ενώσεων που παρουσιάζουν υψηλή συγγένεια για κάποιο κέντρο 
σύνδεσης και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως εν δυνάμει υπογλυκαιμικά φάρμακα. 
Προς αυτήν την κατεύθυνση, το ένζυμο της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου 
αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους μοριακούς στόχους για το σχεδιασμό νέων 
υπογλυκαιμικών φαρμάκων. 
Στην παρούσα εργασία, μελετήθηκε κρυσταλλογραφικά η σύνδεση της 1-β-D-
γλυκοπυρανοζο-ουρακίλης στη  φωσφορυλάση β του γλυκογόνου (GPb) από 
σκελετικούς μυς κουνελιού. Η ένωση αυτή είναι ισχυρός αναστολέας του ενζύμου με 
σταθερά αναστολής 12.4 μΜ και η δομική ανάλυση του συμπλόκου της ένωσης με 
την GPb απεκάλυψε τη σύνδεση της στο καταλυτικό κέντρο του ενζύμου καθώς και 
τα δομικά στοιχεία της ισχυρής ανασταλτικής της δράσης. Τα αποτελέσματα της 




Diabetes mellitus, one of the more serious hormonal imbalance diseases is 
characterised by elevated blood glucose levels. With the aim of treating this 
pathological state, enzymes and substrates involved in the regulation of glucose 
levels are used as molecular targets for the rational structure-based design of 
potential hypoglycaemic drugs. Previous studies have shown that glycogen 
phosphorylase represents an important molecular target for the design of novel 
hypoglycaemic drugs. 
In this study,  the binding of 1-(β-D-glucopyranosyl)5-chlororouracil  to 
glycogen phosphorylase b (GPb) from rabbit skeletal muscles has been studied by 
X-ray crystallography. This compound is a potent inhibitor of the enzyme with a Ki 
value of 12.4 μM. Structural analysis of the GPb-inhibitor complex has revealed that 
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the inhibitor binds at the active site of the enzyme. Furthermore, it highlighted the 
structural elements that govern molecular recognition of this compound by the active 
site, revealing thus the structural basis of its inhibitory potency. The results of the 




Η αύξηση αριθμού των ασθενών που πάσχουν από διαβήτη τύπου 2 έχει 
οδηγήσει στην ανάγκη για εκτεταμένη έρευνα με στόχο το σχεδιασμό εν δυνάμει 
υπογλυκαιμικών φαρμάκων. Τα φάρμακα αυτά έχουν στόχο ένζυμα και υποδοχείς 
που συμμετέχουν στον έλεγχο των επιπέδων της γλυκόζης στο αίμα και 
αποσκοπούν σε μία αποτελεσματική αντιμετώπιση του διαβήτη τύπου 2 
[Kurukulasuriya et al, 2003]. Παρά τις προσπάθειες όμως για εύρεση ικανοποιητικής 
θεραπείας έναντι του διαβήτη, η μεταβολική τούτη νόσος συνεχίζει να μαστίζει στις 
μέρες μας περισσότερο από κάθε άλλη φορά, καθώς τα ποσοστά στα οποία 
απαντάται της επιτρέπουν να θεωρείται ως «η επιδημία της εποχής μας». Στην 
Ελλάδα το ποσοστό του πληθυσμού που φαίνεται να πάσχει από σακχαρώδη 
διαβήτη είναι περίπου 10% και η χώρα μας βρίσκεται στις πρώτες θέσεις στην ΕΕ 
κατανάλωσης φαρμάκων έναντι του σακχαρώδη διαβήτη [Ινστιτούτο Φαρμακευτικής 
Έρευνας & Τεχνολογίας, http://www.ifet.gr/diabetes2005IFET.pdf]. 
H φωσφορυλάση του γλυκογόνου (GP) είναι ένα ένζυμο με κεντρικό ρόλο 
στον καταβολισμό του γλυκογόνου, την κύρια μορφή αποθήκευσης υδατανθράκων 
στα κύτταρα των θηλαστικών. Το ένζυμο καταλύει το πρώτο στάδιο της 
ενδοκυτταρικής αποικοδόμησης του γλυκογόνου προς 1-φωσφορική γλυκόζη (Glc-1-
P). Η Glc-1-P χρησιμοποιείται μέσω της γλυκόλυσης για την παραγωγή ενέργειας και 
στο ήπαρ μετατρέπεται προς γλυκόζη. Η ηπατική φωσφορυλάση του γλυκογόνου 
(LGP, Liver GP), ένζυμο υπεύθυνο για την κινητοποίηση του γλυκογόνου στο ήπαρ, 
αποτελεί έναν από της μοριακούς στόχους για το σχεδιασμό νέων υπογλυκαιμικών 
φαρμάκων. Η αναστολή του ενζύμου αυτού έχει αποδειχθεί ότι μπορεί να βοηθήσει 
στον έλεγχο της κινητοποίησης του γλυκογόνου και τη μείωση των επιπέδων 
γλυκόζης στο αίμα των ασθενών. Η γλυκόζη, ο φυσιολογικός ρυθμιστικός 
παράγοντας του μεταβολισμού του γλυκογόνου, αναστέλλει την ενζυμική δράση της 
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GP και δρα συνεργιστικά με την ινσουλίνη, με αποτέλεσμα την ελάττωση της 
αποικοδόμησης και την παράλληλη αύξηση της σύνθεσης γλυκογόνου (που 
επιτυγχάνεται με τη δράση της συνθάσης του γλυκογόνου). Συνεπώς, ενώσεις, με 
ισχυρότερη ανασταλτική δράση (συγκριτικά με τη δράση της γλυκόζης), είναι 
δυνατόν να μετατοπίζουν την ισορροπία αποικοδόμησης - σύνθεσης γλυκογόνου 
προς την κατεύθυνση της σύνθεσης και ως εκ τούτου έχουν κλινικό ενδιαφέρον στην 
αντιμετώπιση του σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2. Προς την κατεύθυνση αυτή στο 
εργαστήριο Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας ακολουθείται η μέθοδος του 
κατευθυνόμενου από τη δομή σχεδιασμός βιοδραστικών ενώσεων. Ο σχεδιασμός με 
βάση τη μακρομοριακή δομή, η σύνθεση, η βιοχημική και βιολογική μελέτη της 
ουσίας αποτελεί σήμερα μία πορεία εργασιών με στόχο την ανακάλυψη ουσιών με 
δύο κυρίως χαρακτηριστικά: υψηλή εκλεκτικότητα και μεγάλη συγγένεια της την 
πρωτεΐνη-στόχο. Η παρούσα εργασία αποτελεί μέρος της πορείας αυτής και 
συγκεκριμένα αποσκοπεί στην δομική μελέτη της σύνδεσης μίας ένωσης ((1-(3΄-
δεοξυ-β-D-γλυκοπυρανοζυλο) ουρακίλη) που έχει συντεθεί μετά από κατευθυνόμενο 
από τη δομή σχεδιασμό και έχουν ως στόχο το καταλυτικό κέντρο της 
φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. Η επιλογή του μυϊκού ισοενζύμου της GP 
κουνελιού έγινε λόγω της μεγάλης ομολογίας που παρουσιάζουν το ηπατικό και το 
μυϊκό ένζυμο (80% στην αμινοξική αλληλουχία ολόκληρων των μορίων και 100% στα 
αμινοξέα του καταλυτικού κέντρου). Αξίζει να σημειωθεί ότι τα ισοένζυμα του 
ανθρώπου: «ηπατικό», «μυϊκό» και «εγκεφάλου», έχουν ομολογία 80-83%, ενώ για 
το καταλυτικό κέντρο η ομολογία είναι 100%. Μελέτες μοντελισμού έδειξαν ότι το 
καταλυτικό κέντρο της ηπατικής ανθρώπινης φωσφορυλάσης και της μυϊκής 





 Ο σακχαρώδης διαβήτης είναι ένα χρόνιο νόσημα και περιγράφει ως «μια 
μεταβολική διαταραχή πολλαπλής αιτιολογίας, η οποία χαρακτηρίζεται από χρόνια 
υπεργλυκαιμία, λόγω διαταραχών του μεταβολισμού των υδατανθράκων, των λιπών 
και των πρωτεϊνών και η οποία είναι αποτέλεσμα ανεπάρκειας στην έκκριση ή τη 
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δράση της ινσουλίνης ή και τα δύο. Η χρόνια υπεργλυκαιμία οδηγεί μακροπρόθεσμα 
σε βλάβη, δυσλειτουργία και ανεπάρκεια διαφόρων οργάνων κυρίως των οφθαλμών, 
των νεφρών, των νεύρων, των αγγείων και της καρδιάς.»  
Σε φυσιολογικές συνθήκες, οι διάφορες τροφές στον οργανισμό 
χρησιμοποιούνται με τη βοήθεια της ινσουλίνης, η οποία είναι απαραίτητη ώστε τα 
κύτταρα να παίρνουν την ενέργεια που χρειάζονται. Η ινσουλίνη είναι μια ορμόνη 
που παράγεται από το πάγκρεας. Ο σακχαρώδης διαβήτης οφείλεται σε ανεπάρκεια 
έκκρισης ινσουλίνης από το πάγκρεας ή σε μειωμένη αποτελεσματικότητα της 
ινσουλίνης που παράγεται. Στη συγκεκριμένη πάθηση, το σάκχαρο που παίρνει ο 
οργανισμός από τις τροφές παραμένει στο αίμα και δεν μπαίνει στα κύτταρα. Για το 
λόγο αυτό, βρίσκεται σε υψηλές ποσότητες στο αίμα. 
Υπολογίζεται, ότι σήμερα το 6,3% του πληθυσμού της γης πάσχει από 
σακχαρώδη διαβήτη. Σε περίπου 13 εκατομμύρια άτομα από αυτούς ο σακχαρώδης 
διαβήτης έχει διαγνωστεί, ενώ περίπου 5,2 εκατομμύρια άτομα (δηλαδή το 1/3 από 
το τελικό ποσοστό) δε γνωρίζουν ότι έχουν την πάθηση.  
 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 12:03:12 EET - 137.108.70.7
12 
 
Σχήμα 1: Αριθμός ανθρώπων που πάσχουν από διαβήτη το 2000 και υπολογίζεται 
να πάσχουν το 2010 (οι δύο πάνω τιμές αντίστοιχα), και το ποσοστό αύξησης των 
πασχόντων [Zimmet, Alberti & Shaw, 2001]. 
 
Τα ακριβή αίτια αυτής της ασθένειας δεν είναι γνωστά, αλλά δύο παράγοντες 
σίγουρα παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο: Ο πρώτος είναι η κληρονομικότητα. Οι 
άνθρωποι που έχουν συγγενείς με σακχαρώδη διαβήτη έχουν περισσότερες 
πιθανότητες να εμφανίσουν και οι ίδιοι αυτό το πρόβλημα. Ο δεύτερος είναι το 
περιβάλλον. Με αυτόν τον όρο αναφερόμαστε σε παράγοντες όπως η διατροφή, η 
παχυσαρκία και η έλλειψη άσκησης. 
Οι γενετικοί παράγοντες συμμετέχουν στο 70-75% της επίπτωσης στο 
σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1 ενώ οι περιβαλλοντικοί πιθανόν δίνουν το έναυσμα το 
οποίο πυροδοτεί την καταστροφή των β-κυττάρων και την έναρξη της σοβαρής 
αυτής νόσου.  
Ο σακχαρώδης διαβήτης τύπου 2 αποτελεί το 90% όλων των περιπτώσεων 
διαβήτη στις ανεπτυγμένες χώρες. Σε αναπτυσσόμενες σχεδόν όλες οι περιπτώσεις 




Ο σακχαρώδης διαβήτης χωρίζεται σε 2 μεγάλες κατηγορίες : Διαβήτης τύπου 
1 και τύπου 2. 
ΣΑΚΧΑΡΩΔΗΣ ΔΙΑΒΗΤΗΣ ΤΥΠΟΥ 1 
Αυτή η μορφή σακχαρώδους διαβήτη είναι μια αυτοάνοση ασθένεια, δηλαδή 
οφείλεται σε ένα πρόβλημα του ανοσοποιητικού (αμυντικού) συστήματος. Σε έναν 
υγιή οργανισμό, ειδικά κύτταρα στο πάγκρεας που ονομάζονται βήτα κύτταρα, 
παράγουν ινσουλίνη. Στις περιπτώσεις σακχαρώδους διαβήτη τύπου 1, το αμυντικό 
σύστημα μπερδεύει αυτά τα κύτταρα για ξένα  και τα καταστρέφει (όπως κάνει με τα 
βακτηρίδια για παράδειγμα). Όταν ένα μεγάλο ποσοστό από αυτά τα κύτταρα 
καταστραφεί (περίπου 90%), τα συμπτώματα του σακχαρώδους διαβήτη 
εμφανίζονται. 
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Αυτή είναι η πιο σπάνια μορφή σακχαρώδους διαβήτη και αντιστοιχεί στο 
περίπου 5-10% των περιπτώσεων. 
 
ΣΑΚΧΑΡΩΔΗΣ ΔΙΑΒΗΤΗΣ ΤΥΠΟΥ 2 
Σε αυτήν την περίπτωση, τα βήτα κύτταρα συνεχίζουν να παράγουν 
ινσουλίνη. Παρόλα αυτά, τα υπόλοιπα κύτταρα του οργανισμού δεν ανταποκρίνονται 
σωστά στην παραγόμενη ινσουλίνη, ή η ποσότητα που παράγεται δεν είναι αρκετή 
για να καλύψει τις ανάγκες του οργανισμού. Δηλαδή, σε αυτούς τους ανθρώπους, 
υπάρχει ινσουλίνη στο σώμα τους αλλά δεν δουλεύει όπως θα έπρεπε. Μερικοί από 
αυτούς τους ασθενείς ρυθμίζουν το σάκχαρο τους με το να χάνουν βάρος, να 
αλλάζουν την διατροφή τους και να αυξάνουν την άσκησή τους. Άλλοι πρέπει να 
παίρνουν ένα ή περισσότερα φάρμακα (συμπεριλαμβανομένης και της ινσουλίνης). 
 ΣΑΚΧΑΡΩΔΗΣ ΔΙΑΒΗΤΗΣ ΚΥΗΣΗΣ 
Μια ιδιαίτερη μορφή σακχαρώδους διαβήτη είναι αυτή που εμφανίζεται κατά 
τη διάρκεια μιας εγκυμοσύνης. Ορίζεται ως η δυσανοχή στη γλυκόζη που για πρώτη 
φορά αναγνωρίζεται κατά τη διάρκεια της εγκυμοσύνης. Η διάγνωση αυτή δίνεται 
ακόμη κι αν ο σακχαρώδης διαβήτης παραμείνει και μετά τον τοκετό, και δεν 
αποκλείει την πιθανότητα να προϋπήρχε της εγκυμοσύνης χωρίς να έχει διαγνωστεί. 
2.3 Συμπτώματα 
 
Ο σακχαρώδης διαβήτης συχνά παραμένει αδιάγνωστος ακόμη και για αρκετά 
χρόνια είτε γιατί δεν προκαλεί συμπτώματα, είτε γιατί πολλά από τα συμπτώματα 
που προκαλεί θεωρούνται ασήμαντα. 
Η κλασική συμπτωματολογία του σακχαρώδους διαβήτη περιλαμβάνει τα εξής : 
? αυξημένη δίψα 
? πολυουρία 
? κούραση 
? έντονη πείνα που οδηγεί σε πολυφαγία 
? απώλεια βάρους 
? θάμπωμα στην όραση 
? κνησμός στο δέρμα 
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? μούδιασμα των άκρων 
? αργή ίαση μολύνσεων 
 
Σχήμα 2 Τα συμπτώματα του διαβήτη 
2.4 Παράγοντες κινδύνου 
 
Όσον αφορά στο σακχαρώδη διαβήτη τύπου 1 δεν υπάρχουν, γνωστοί 
τουλάχιστον, παράγοντες κινδύνου. 
Αντίθετα, στο σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2, υπάρχουν παράγοντες κινδύνου 
και είναι οι ακόλουθοι: 
• Ηλικία >= 45 χρόνια. 
• Αυξημένο σωματικό βάρος (Δείκτης μάζας σώματος >= 25 kgr/m2). 
• Γενετική προδιάθεση (Συγγενείς 1ου βαθμού με σακχαρώδη διαβήτη τύπου 2). 
• Καθιστική ζωή. 
• Υπέρταση (ΑΠ>=140/90 mm/Hg). 
• Αυξημένα επίπεδα τριγλυκεριδίων (>= 250mg/dl). 
• Χαμηλά επίπεδα HDL-χοληστερόλης (<=35 mg/dl). 
• Ιστορικό αγγειοπάθειας. 
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Η θεραπευτική προσέγγιση του σακχαρώδη διαβήτη βασίζεται σε τρεις 
κύριους άξονες:  την τήρηση συγκεκριμένου προγράμματος διατροφής, την αύξηση 
της σωματικής άσκησης, τη λήψη φαρμακευτικής αγωγής: 
? Δίαιτα 
Η δίαιτα είναι ο ακρογωνιαίος λίθος μιας επιτυχημένης γλυκαιμικής ρύθμισης 
και είναι απαραίτητη για τη ρύθμιση όλων των διαβητικών. Ανάλογα με τη 
σοβαρότητα της νόσου συνδυάζεται με υπογλυκαιμικά χάπια ή ινσουλίνη. Το 
διαιτολόγιο του διαβητικού ασθενούς πρέπει να είναι απόλυτα εξατομικευμένο και να 
προσαρμόζεται στις ανάγκες της καθημερινής του ζωής.  
Η διατροφή του διαβητικού ουσιαστικά δε διαφέρει από τη σωστή δίαιτα του 
μη διαβητικού. Πρέπει να έχει ποικιλία τροφών, να είναι χαμηλή σε ζωϊκά λίπη, 
χοληστερόλη, αλάτι και οινόπνευμα και να περιέχει άφθονες φυτικές ίνες. 
Οι υδατάνθρακες πρέπει να προέρχονται κυρίως από τροφές πλούσιες σε 
φυτικές ίνες, όπως φρούτα, λαχανικά, όσπρια, ψωμί ολικής άλεσης, δημητριακά 
κ.λ.π. Οι τροφές αυτές απελευθερώνονται αργά στο αίμα και ο διαβητικός ασθενής 
αισθάνεται χορτάτος για περισσότερο χρόνο. 
Από τη διατροφή του διαβητικού, θα πρέπει να αποφεύγονται η ζάχαρη, το 
μέλι, η γλυκόζη, τα παγωτά, οι καραμέλες, η σοκολάτα, οι γλυκιές κομπόστες, το 
σακχαρούχο γάλα, τα αναψυκτικά και οι χυμοί φρούτων με ζάχαρη, τα γλυκά 
οινοπνευματώδη ποτά (λικέρ, γλυκά κρασιά) κ.λ.π. 
 
? Φυσική Άσκηση 
 
Με τη σωματική άσκηση  ο διαβητικός ασθενής καταναλώνει γλυκόζη, που είναι η 
κύρια πηγή ενέργειας στον άνθρωπο, ρυθμίζοντας έμμεσα τα επίπεδά της στο αίμα, 
ενώ από την άλλη πλευρά, διευκολύνει την πρόσληψη της από τους σκελετικούς 
μύες. Επιπλέον, η μυϊκή άσκηση συντελεί στην πρόληψη των καρδιαγγειακών 
νοσημάτων. Ο τύπος και η ένταση της μυϊκής άσκησης για κάθε διαβητικό ασθενή 
καθορίζεται βάσει της ηλικίας, της γενικής κατάστασής του και από την ύπαρξη τυχόν 
επιπλοκών.  
Ένας πολύ καλός τρόπος άσκησης για το διαβητικό ασθενή είναι το περπάτημα 
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διάρκειας μισής με μίας ώρας ημερησίως. Είναι προτιμότερο η άσκηση να γίνεται 
μετά από τα γεύματα, παρά πριν, γιατί το σάκχαρο αίματος πριν είναι συνήθως 
χαμηλό.   
? Φαρμακευτική αγωγή 
Οι ενδείξεις χορήγησης των αντιδιαβητικών δισκίων αφορούν κυρίως τους 
διαβητικούς τύπου ΙΙ, οι οποίοι δε ρυθμίζονται με τη δίαιτα και την άσκηση. Οι 
βασικότερες κατηγορίες αντιδιαβητικών δισκίων που κυκλοφορούν σήμερα είναι :  
 
1. Τα ινσουλινοεκκριταγωγά δισκία, με τα οποία επάγεται η έκκριση μεγαλύτερης 
ποσότητας ινσουλίνης από το πάγκρεας. Τέτοια δισκία είναι οι σουλφονυλουρίες και 
οι μεγλιτινίδες . 
 
2. Τα φάρμακα που μειώνουν την αντίσταση στην ινσουλίνη και έτσι έμμεσα 
διευκολύνουν τη δράση της στους ιστούς. Τέτοια δισκία είναι οι  διγουανίδες-
(μετφορμίνη) και οι γλιταζόνες . 
 
3. Πρόσφατα κυκλοφόρησαν και δυο νέες κατηγορίες φαρμάκων οι  γλυπττίνες και τα 
ινκρετινομιμητικά (εξανετίδη). Τα πρώτα δίνουν σήμα στα β-κύτταρα του παγκρέατος 
να αυξήσουν την έκκριση της ινσουλίνης ειδικά μετά την λήψη της τροφής, και στα α-
κύτταρα του παγκρέατος να μειώσουν την έκκριση της γλυκαγόνης.  
 
Ινσουλίνη 
Η θεραπεία με ινσουλίνη ενδείκνυται στο σακχαρώδη διαβήτη τύπου Ι, στο 
διαβήτη κύησης και τη διαβητική κετοξέωση. 
Στο σακχαρώδη διαβήτη τύπου Ι, η χορήγηση ινσουλίνης γίνεται εφ' όρου 
ζωής και είναι απαραίτητη για την εξασφάλιση των επιθυμητών επιπέδων γλυκόζης.  
Στις άλλες περιπτώσεις χορηγείται για όσο διάστημα υπάρχει η σχετική 
ένδειξη. Έτσι, σε κάποια λοίμωξη (π.χ. ουρολοίμωξη) ή σε μια χειρουργική 
επέμβαση, το διαβητικό άτομο μπορεί να λάβει εξωγενώς ινσουλίνη για κάποιο 
διάστημα και μετά να επανέλθει στην προηγούμενή του θεραπεία (δίαιτα ή δίαιτα και 
υπογλυκαιμικά δισκία). 
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Σήμερα κυκλοφορούν στο εμπόριο πολλά είδη ινσουλίνης. Τα ανάλογα 
ινσουλίνης προκύπτουν από τροποποιήσεις του μορίου της ανθρώπινης ινσουλίνης 
και διακρίνονται σε βραχείας (Insulin Lispro, Insulin Aspart) και παρατεταμένης 
δράσης (Insulin Glargin, Insulin Detemir). 
 Οι προαναφερθείσες προσεγγίσεις δεν είναι πάντοτε ικανοποιητικές, λόγω 
του ότι ο έλεγχος της συγκέντρωσης της γλυκόζης στο αίμα δεν είναι τόσο 
αποτελεσματικός όσο σε φυσιολογικά άτομα. Είναι προφανές ότι υπάρχει συνεχές 
ενδιαφέρον προς την κατεύθυνση της ανακάλυψης νέων θεραπευτικών μέσων για 
τον καλύτερο γλυκαιμικό έλεγχο και συνεπώς την ελάττωση της συχνότητας 




Η ιστορία της ινσουλίνης, που μέχρι σήμερα έχει σώσει τη ζωή εκατομμυρίων 
ασθενών όλων των ηλικιών από το σακχαρώδη διαβήτη και από διάφορες 
παράπλευρες ασθένειες που η νόσος αυτή προκαλεί, ξεκινά το 1869 όταν ένας 
φοιτητής της ιατρικής του πανεπιστημίου του Βερολίνου, ο Paul Langerhans 
εξετάζοντας στο μικροσκόπιο τομές παγκρεατικού εντόπισε κάποιες συστάδες 
κυττάρων άγνωστες έως τότε χωρίς όμως να μπορέσει να διαπιστώσει τον 
φυσιολογικό τους ρόλο. Οι συστάδες αυτές κυττάρων ονομάστηκαν μετέπειτα 
νησίδια του Langerhans και αποτελούν συναθροίσεις κυττάρων ορισμένα από τα 
οποία μεταξύ άλλων παράγουν και εκκρίνουν ινσουλίνη. 
Το 1889 ο γιατρός Oscar Minkowski με τον συνεργάτη του Joseph von Mering 
θέλοντας να διαπιστώσουν το ρόλο του παγκρέατος στην πέψη, προχωρούν στην 
αφαίρεσή του από ένα σκύλο με αποτέλεσμα αυτός στη συνέχεια να εμφανίζει 
ανεξήγητα υψηλές συγκεντρώσεις ζαχάρου στα ούρα. Οδηγήθηκαν έτσι στο 
συμπέρασμα ότι το πάγκρεας εμπλέκεται στο μεταβολισμό των υδατανθράκων και 
πως θα πρέπει να σχετίζεται με τη νόσο του διαβήτη. 
Το 1901 διαπιστώθηκε από τον Eugene Lindsay Opie πως τα νησίδια του 
Langerhans συνδέονται με το διαβήτη. 
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Το 1911-1912 γίνονται οι πρώτες προσπάθειες χρησιμοποίησης εκχυλίσματος 
παγκρέατος σε πειραματόζωα και η παρατήρηση πως υφίσταται μικρή μείωση του 
σακχάρου στα ούρα.  
Παρόμοια αποτελέσματα είχε και ο ερευνητής Israel Kleiner το 1919. 
Το 1921 ο Nicolae Paulescu καθηγητής φυσιολογίας του πανεπιστημίου 
ιατρικής και φαρμακολογίας στο Βουκουρέστι ήταν ο πρώτος που προσπάθησε να 
απομονώσει την ινσουλίνη από το πάγκρεας. 
Το 1920 ο Καναδός χειρουργός Frederick Banting πιστεύει πως η 
απομόνωση με εκχύλιση, μιας καθαρής «ουσίας» από τα πάγκρεας θα βοηθούσε 
στη ρύθμιση του σακχάρου των διαβητικών. Μετά από πειράματα οι Banting και Best 
κατάφεραν να διατηρήσουν μια σκύλα στη ζωή από την οποία είχαν αφαιρέσει το 
πάγκρεας. 
Το πρόβλημα στη διαδικασία εκχύλισης της ινσουλίνης ήταν αφενός μεν το 
γεγονός πως επρόκειτο για μία χρονοβόρα διαδικασία και αφετέρου η ύπαρξη 
ακαθαρσιών που είχαν ως αποτέλεσμα τη δημιουργία έντονων αλλεργιών. Στο 
σημείο αυτό ανεκτίμητη υπήρξε η συμβολή του βιοχημικού James Collip. 
Το 1922 ξεκινούν τα πρώτα πειράματα σε ανθρώπους. Ο 14χρονος 
διαβητικός Leonard Thompson υπήρξε ο πρώτος ασθενείς με διαβήτη τύπου 1 που 
επιβίωσε χάρις στην ινσουλίνη. 
Για πολλά χρόνια ο μόνος τύπος ινσουλίνης στο εμπόριο υπήρξε αυτός που 
λαμβάνονταν από το πάγκρεας διαφόρων ζώων. Το 1961 γίνεται η παρασκευή του 
πρώτου ουδέτερου διαλύματος ινσουλίνης αλλά το 1982 επιτεύχθηκε η πρώτη 
παραγωγή βιοσυνθετικής ανθρώπινης ινσουλίνης με τεχνικές ανασυνδιασμένου 
DNA. 
H ευρύτατα πλέον χορηγούμενη ανθρώπινη ινσουλίνη (human insulin) δεν 
λαμβάνεται από τα β-κύτταρα του ανθρώπινου παγκρέατος, αλλά παράγεται σε 
βιομηχανική κλίμακα από γενετικώς τροποποιημένα βακτήρια E. coli ή κύτταρα 
ζύμης με ανθρώπινα γονίδια συνδεμένα στο γονιδίωμά τους. Παράγονται και 
απομονώνονται οι δύο αλυσίδες (Α και Β) της ινσουλίνης από δύο διαφορετικά 
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κλωνοποιημένα E. coli ή κύτταρα ζύμης και στη συνέχεια "συνενώνονται" στο 
εργαστήριο μέσω των δεσμών S-S. 
Η πρώτη "ανθρώπινη" ινσουλίνη από κλωνοποιημένα E. 
coli παρασκευάστηκε το 1982. Την ίδια χρονιά, μια "ημισυνθετική ανθρώπινη" 
ινσουλίνη παρασκευάστηκε επίσης από ινσουλίνη χοίρου με αντικατάσταση της 
αλανίνης της θέσης Β30 με θρεονίνη.  
Η "ανθρώπινη" ινσουλίνη θα έπρεπε θεωρητικά να προκαλεί μικρότερες 
ανοσογονικές αντιδράσεις στον άνθρωπο, όμως οι κλινικές μελέτες δεν απέδειξαν 
κάτι τέτοιο. Σε σύγκριση όμως με τη βόειο ή άλλες ινσουλίνες ζωικής προέλευσης, η 





Σχήμα 3 Ανθρώπινη ινσουλίνη 
Η ινσουλίνη είναι πολυπεπτιδική ορμόνη, μια σχετικά "μικρή" πρωτεΐνη, που 
αποτελείται από δύο πεπτιδικές αλυσίδες (Α και Β) που περιέχουν συνολικά 51 
αμινοξέα, 21 αμινοξέα στην Α αλυσίδα και 30 αμινοξέα στη Β αλυσίδα. Από τα 20 
κοινά αμινοξέα των πρωτεϊνών δεν διαθέτει τα αμινοξέα θρυπτοφάνη (Try) και 
μεθειονίνη (Met). Διαθέτει τρεις δισουλφιδικές γέφυρες (-S-S-) από τις οποίες οι δύο 
συγκρατούν τις δύο αλυσίδες. Οι δύο αλυσίδες μπορούν να χωρισθούν εύκολα με 
διάνοιξη των -S-S- γεφυρών με οξείδωση (ο Sanger χρησιμοποίησε για τον σκοπό 
αυτό υπερμυρμηκικό οξύ, HCOOOH). Καμία από τις δύο αλυσίδες χωριστά δεν 
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εμφανίζει κάποια φυσιολογική δραστικότητα και επομένως η δράση της ινσουλίνης 
οφείλεται στη συνολική διαμόρφωση του μορίου της (τριτοταγής δομή) και όχι στα 
επιμέρους συστατικά της πεπτίδια ή αμινοξέα.  
H ινσουλίνη υπήρξε η πρώτη πρωτεΐνη της οποίας προσδιορίσθηκε η 




 α β γ 
Εικόνα 1. (α): Μονομερές ινσουλίνης (βιολογικώς δραστική μορφή). (β) Διμερές 
ινσουλίνης (η κυριότερη μορφή σε υδατικό διάλυμα. (γ) Εξαμερές ινσουλίνης 





Όπως ήδη προαναφέρθηκε η ινσουλίνη είναι μία πολυπεπτιδική ορμόνη όπως 
και η γλυκαγόνη (glucagon) οι οποίες εκκρίνονται απ' ευθείας στην κυκλοφορία του 
αίματος από το πάγκρεας (ενδοκρινείς ορμόνες). Με τις δύο αυτές ορμόνες 
ρυθμίζεται η συγκέντρωση γλυκόζης στο αίμα, που κατά μέσον όρο πρέπει να 
παραμένει σε μια στενή περιοχή (70 mg/dL έως 110 mg/dL). Και οι δύο ορμόνες 
παράγονται στα νησίδια Langerhans του παγκρέατος και έχουν ακριβώς αντίθετη 
δράση, γεγονός στο οποίο οφείλεται και η ρυθμιστική τους ικανότητα. 'Ενα αρκετά 
απλουστευμένο σχήμα που δείχνει τον κεντρικό ρόλο του παγκρέατος στη ρύθμιση 
της γλυκόζης παρουσιάζεται στο σχήμα αριστερά .  
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Η ινσουλίνη εκκρίνεται από τα β-κύτταρα που αποτελούν το 60-85% των 
κυττάρων των νησιδίων Langerhans. Tα β-κύτταρα "διεγείρονται" από τα μόρια 
γλυκόζης και η δράση της είναι ξεκάθαρα αναβολική. 'Όσο αυξάνει η συγκέντρωση 
γλυκόζης στο αίμα, τόσο αυξάνει ο ρυθμός έκκρισης ινσουλίνης. Με τη σειρά της η 
ινσουλίνη διευκολύνει την πρόσληψη γλυκόζης από τα περισσότερα είδη κυττάρων 
του οργανισμού, όπως τα μυϊκά κύτταρα, τα ερυθρά αιμοσφαίρια και τα λιπώδη 
κύτταρα (adipocytes). Χωρίς την ινσουλίνη τα κύτταρα αυτά δεν μπορούν να 
προσλάβουν γλυκόζη που αποτελεί την κύρια πηγή χημικής ενέργειας. Επιπλέον, η 
ινσουλίνη προκαλεί την "αποταμίευση" γλυκόζης στα κύτταρα και κυρίως στο ήπαρ 
υπό τη μορφή γλυκογόνου (glycogen).  
Εάν το ήπαρ "κορεσθεί" σε γλυκογόνο, η γλυκόζη αρχίζει να κατευθύνεται στα 
λιπώδη κύτταρα όπου χρησιμοποιείται για τη σύνθεση λιπαρών οξέων και 
γλυκερόλης και τελικά τριγλυκεριδίων. Η ινσουλίνη "καθοδηγεί" τα κύτταρα, όταν 
αυτά αναζητούν ενέργεια, να καταναλώσουν γλυκόζη αντί λιπαρών οξέων και 
επομένως εμπλέκεται στους μηχανισμούς συσσώρευσης λίπους στο σώμα. Πέραν 
της εμπλοκής της ινσουλίνης στο ισοζύγιο σακχάρου/λίπους, η ινσουλίνη διευκολύνει 
την πρόσληψη αμινοξέων για σχηματισμό πρωτεϊνών, ενώ η έλλειψή της (όπως π.χ. 
σε καταστάσεις νηστείας) οδηγεί σε κατανάλωση και αλλοίωση των ενδοκυτταρικών 
πρωτεϊνών.  
Η γλυκαγόνη εκκρίνεται από τα α-κύτταρα των παγκρεατικών νησιδίων και η 
δράση της είναι καταβολική. Αντίθετα με την ινσουλίνη, η έκκρισή της διεγείρεται από 
την πτώση της συγκέντρωσης γλυκόζης του αίματος. Η έκκρισή της ενισχύεται από 
ορισμένα αμινοξέα και από τη μυϊκή δραστηριότητα. Η γλυκαγόνη αυξάνει τη στάθμη 
γλυκόζης στο αίμα επειδή διασπά το αποταμιευμένο στο ήπαρ (κυρίως) και στους 
μύες προς γλυκόζη. Επιπλέον, ενεργοποιεί τη λιπόλυση στους λιπώδεις ιστούς με 
αποτέλεσμα την αποδέσμευση λιπαρών οξέων στην κυκλοφορία. 
(www.chem.uoa.gr) 
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 Υπάρχει μια μοναδική αλληλοεξάρτηση μεταξύ των μορίων γλυκόζης και 
ινσουλίνης. Η ινσουλίνη παράγεται από τα β-κύτταρα του παγκρέατος όταν αυτά 
δεχθούν την επίδραση της γλυκόζης, ενώ τα μυϊκά και λιπώδη κύτταρα αρχίζουν να 
προσλαμβάνουν γλυκόζη όταν δεχθούν την επίδραση της ινσουλίνης. 
 
Σχήμα 5 Μηχανισμός έκκρισης ινσουλίνης από τα β-κύτταρα του παγκρέατος Σχήμα 6 Πρόσληψη γλυκόζης από μυικά και λιπώδη κύτταρα και 
μεταβολισμός της  
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Μηχανισμός έκκρισης ινσουλίνης από τα β-κύτταρα του παγκρέατος: Γλυκόζη 
από το αίμα μεταφέρεται στο κύτταρο μέσω των μεταφορέων (transporter) GLUT2. Η 
γλυκόζη υπόκειται σε γλυκολυτική φωφορυλίωση και εισέρχεται στον αναπνευστικό 
κύκλο, ενώ παράγεται ATP (τριφωσφορική αδενοσίνη), στην οποία αποθηκεύεται 
"χημική ενέργεια" και αυξάνεται ο λόγος ATP/ADP στο κυτταρόπλασμα. Η αύξηση 
αυτή "κλειδώνει" τον δίαυλο ιόντων καλίου αποπολώνοντας την κυτταρική μεμβράνη. 
Το γεγονός αυτό οδηγεί στη διάνοιξη του διαύλου ιόντων ασβεστίου και στο κύτταρο 
εισέρχονται ιόντα ασβεστίου. Η αύξηση της συγκέντρωσης ασβεστίου προκαλεί την 
εξωκυτταρική έκλυση ινσουλίνης από τα κυστίδια παρακαταθήκης της. Στους 
ασθενείς με διαβήτη τύπου Ι, ο μηχανισμός αυτός δεν υφίσταται, αφού τα β-κύτταρα 
ουσιαστικά έχουν "αυτοκαταστραφεί". 
Πρόσληψη γλυκόζης από μυϊκά και λιπώδη κύτταρα και μεταβολισμός της: 
Μόλις το μόριο της ινσουλίνης "προσδεθεί" στους υποδοχείς ινσουλίνης του 
κυττάρου (1), μέσω χημικών σημάτων από τον υποδοχέα ενεργοποιείται ο 
μεταφορέας γλυκόζης GLUT4 που επιτρέπει την είσοδο γλυκόζης στο 
κυτταρόπλασμα. Ανάλογα με τη φύση του κυττάρου ενεργοποιούνται οι μηχανισμοί 
σύνθεσης γλυκογόνου (3) και γλυκόλυσης (4). Η εισερχόμενη γλυκόζη υπόκειται σε 
γλυκόλυση, δηλαδή διασπάται προς πυροσταφυλικά ανιόντα (4) και η εκλυόμενη 
ενέργεια αποθηκεύεται ως ATP (τριφωσφορική αδενοσίνη). Στη συνέχεια τα 
πυροσταφυλικά ανιόντα χρησιμοποιούνται για τη βιοσύνθεση λιπαρών οξέων (5). 
Στον διαβήτη τύπου ΙΙ  τα χημικά σήματα από τη δέσμευση της ινσουλίνης είναι 
ανεπαρκή και σε προχωρημένα στάδια δεν υφίσταται ούτε ο μηχανισμός παραγωγής 
ινσουλίνης. Και στις δύο περιπτώσεις διαβήτη παύει η πρόσληψη γλυκόζης από τα 
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Η γλυκόζη (glucose) ή δεξτρόζη (dextrose) είναι ένα πολύ σημαντικό 
σάκχαρο, το οποίο ανήκει στις εξόζες με δομή αλδόζης και απαντάται σε δύο 
μορφές: ως γλυκόζη Α και ως γλυκόζη Β. 
Ο γενικός τύπος της γλυκόζης είναι C6H12O6 και αποτελείται από έξι άτομα 
άνθρακα συνδεδεμένων με δώδεκα άτομα υδρογόνου και έξι άτομα 
οξυγόνου(www.el.wikipedia.org) 
 Υπάρχει σαν φυσική ζάχαρη στις τροφές ενώ μπορεί επίσης να παραχθεί και 




 Σχήμα 7: Τρισδιάστατη απεικόνιση ενός απλού μορίου γλυκόζης [Stryer,1997] . 
Αποτελεί τον κύριο υδατάνθρακα που χρησιμοποιούν οι ζωντανοί οργανισμοί 
για να αντιμετωπίσουν τις ενεργειακές τους ανάγκες. Όλοι οι οργανισμοί είναι ικανοί 
να καταβολίζουν τη γλυκόζη σε αναερόβιες συνθήκες και άλλοι μεν προς δύο μόρια 
γαλακτικού οξέος με το μηχανισμό της γλυκόλυσης, άλλοι δε προς δύο μόρια 
αιθανόλης και δύο μόρια CO2 με το μηχανισμό της αλκοολικής 
ζύμωσης(Ι.Γ.Γεωργάτσου).  
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C6H12O6 + 2ADP + 2Pi →2CH3CH(OH)COOH + 2ATP +2H2O 
Αλκοολική ζύμωση 
C6H12O6 + 2ADP + 2Pi →2CH3CH2OH + 2CO2 + 2ATP + 2H2O 
Η περίσσεια γλυκόζης στα ζωικά κύτταρα (εκτός από τα κύτταρα του 
εγκεφάλου) μετατρέπεται σε πολυμερή που αποθηκεύονται κατάλληλα για να 
χρησιμοποιηθούν μόνο όταν υπάρξει ανάγκη ενέργειας και σκελετών άνθρακα. Στο 
ήπαρ, στα μυικά κύτταρα, όπως επίσης και σε άλλα κύτταρα, η γλυκόζη 





Η γλυκόζη στο αίμα διατηρείται σε πολύ στενά όρια με τη δράση πολλών 
ομοιοστατικών μηχανισμών που συμβάλλουν στην εξισορρόπηση μεταξύ 
παραγωγής και κατανάλωσης και δρουν ως ρυθμιστές ώστε η συγκέντρωση 
γλυκόζης να μην ξεπερνά κάποια ανώτατα και κατώτατα όρια. Έτσι το σάκχαρο στο 
αίμα διατηρείται μεταξύ των φυσιολογικών ορίων. Αυτό συμβαίνει γιατί τόσο κατά τη 
φάση της αφομοίωσης όσο και κατά αυτή της στέρησης τροφής ενεργοποιούνται 
μηχανισμοί αποδόμησης και αποταμίευσης ενέργειας. Στους μηχανισμούς αυτούς 
συμμετέχουν ορμόνες και νευροδιαβιβαστές. Οι ορμόνες που συμμετέχουν στην 
ομοιοστασία της γλυκόζης διακρίνονται σε υπεργλυκαιμικές και υπογλυκαιμικές. Στις 
πρώτες ανήκουν η αδρεναλίνη, νοραδρεναλίνη, γλυκαγόνη, αντιδιουρητική ορμόνη, 
αυξητική, προλακτίνη, πλακουντιακό λακτογόνο, κορτιζόλη, θυροξίνη και 
σωματοστασίνη. Στις δεύτερες περιλαμβάνονται η ινσουλίνη, προϋνσουλίνη, 
σωματομεδίνη C, γαστρικό ανασταλτικό πεπτίδιο. Διαταραχή των παραπάνω 
μηχανισμών που είναι επιφορτισμένοι με τη διατήρηση της ομοιοστασίας της 
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Μεταφορείς της γλυκόζης μεσολαβούν για τη θερμοδυναμικά καθοδική κίνηση 
της γλυκόζης δια μ΄σου της κυτταρικής μεμβράνης των κυττάρων. Οι μεταφορείς 
αυτοί ονομάζονται GLUT1 έως GLUT5 και αποτελούνται από μία πολυπεπτιδική 
αλυσίδα μήκους περίπου 500 καταλοίπων. Οι παραπάνω μεταφορείς έχουν 
διακριτούς ρόλους : 
1. ΟΙ GLUT1 και GLUT3 που είναι παρόντες σε όλα σχεδόν τα κύτταρα των 
θηλαστικών, είναι υπεύθυνοι για τη βασική πρόσληψη της γλυκόζης. Η τιμή 
ΚΜ για τη γλυκόζη είναι περίπου 1mM, σημαντικά μικρότερη από τα 
φυσιολογικά επίπεδα της γλυκόζης στον ορό, η οποία κυμαίνεται από 4 mM 
έως 8 mM. Συνεπώς οι GLUT1 και GLUT3 συνεχώς μεταφέρουν γλυκόζη 
μέσα στα κύτταρα με μία σταθερή ταχύτητα. 
 
2. Ο GLUT2, που απαντάται στο ήπαρ και στα β-κύτταρα του παγκρέατος, 
διακρίνεται από την πολύ υψηλή τιμή ΚΜ της γλυκόζης. Επομένως, η γλυκόζη 
εισέρχεται σε αυτά τα όργανα με σημαντική ταχύτητα μόνο όταν υπάρχει πολύ 
γλυκόζη στο αίμα. Ως εκ τούτου το πάγκρεας μπορεί να αισθανθεί το επίπεδο 
γλυκόζης και ανάλογα να ρυθμίσει την ταχύτητα έκκρισης ινσουλίνης. Η 
τελευταία σηματοδοτεί την ανάγκη της απομάκρυνσης της γλυκόζης από το 
αίμα ώστε να αποθηκευθεί ως γλυκογόνο ή να μετατραπεί σε λίπος. Τέλος, η 
υψηλή τιμή  ΚΜ εγγυάται πως η γλυκόζη εισέρχεται ταχέως στα κύτταρα του 
ήπατος μόνο όταν είναι άφθονη. 
 
 
3. Ο GLUT4, ο οποίος έχει τιμή ΚΜ ίση με 5 mM, μεταφέρει γλυκόζη μέσα στα 
μυικά κύτταρα και τα κύτταρα του λιπώδους ιστού. Η παρουσία της ινσουλίνης 
οδηγεί στην ταχεία αύξηση του αριθμού των μεταφορέων GLUT4 στην 
κυτταρική μεμβράνη. Συνεπώς η ινσουλίνη προάγει την πρόσληψη της 
γλυκόζης από τον μυικό και τον λιπώδη ιστό. 
 
4. Ο GLUT5, που απαντάται στο λεπτό έντερο λειτουργεί πρωταρχικά ως 
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Σχήμα 8. Δομή του γλυκογόνου 
Το γλυκογόνο αποτελεί μια άμεση κινητοποιούμενη μορφή αποθήκευσης της 
γλυκόζης. Είναι ένα πολύ μεγάλο, διακλαδισμένο πολυμερές καταλοίπων γλυκόζης, 
το οποίο μπορεί να αποικοδομηθεί και να αποδώσει γλυκόζη όταν χρειάζεται 
ενέργεια. Η πλειοψηφία των καταλοίπων γλυκόζης στο γλυκογόνο συνδέονται μεταξύ 
τους με γλυκοζιτικούς δεσμούς  α-1,4. Οι διακλαδώσεις που απαντώνται σε κάθε 
περίπου δέκατο κατάλοιπο σχηματίζονται από  γλυκοζιτικούς δεσμούς  α-1,6 (Berg-
Tymoczko-Stryer,2006). 
Το γλυκογόνο αποτελεί ένα σημαντικό απόθεμα καύσιμων μορίων για 
διάφορους λόγους. Ο καταβολισμός του είναι ελεγχόμενος και η απελευθέρωση 
γλυκόζης αυξάνουν την διαθέσιμη ποσότητα της τελευταίας μεταξύ των γευμάτων. 
Κατά συνέπεια πρωταρχικός ρόλος του γλυκογόνου είναι η ρύθμιση και διατήρηση 
των επιπέδων της γλυκόζης στο αίμα, ρόλος ιδιαίτερα σημαντικός διότι η γλυκόζη 
είναι ουσιαστικά το μόνο καύσιμο που χρησιμοποιεί ο εγκέφαλος, εκτός από την 
περίπτωση της παρατεταμένης ασιτίας. Επιπρόσθετα, η γλυκόζη από το γλυκογόνο 
κινητοποιείται άμεσα και επομένως είναι μία καλή πηγή ενέργειας για έντονη 
δραστηριότητα. Εν αντιθέσει με τη τα λιπαρά οξέα η γλυκόζη μπορεί να προμηθεύσει 
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ενέργεια υπό αναερόβιες συνθήκες και κατά συνέπεια να τροφοδοτεί με ενέργεια 
δραστηριότητες απουσία οξυγόνου.  
Οι κύριες θέσεις αποθήκευσης του γλυκογόνου είναι το ήπαρ και οι σκελετικοί 
μυς. Η συγκέντρωση του γλυκογόνου είναι μικρότερη στους σκελετικούς μυς απ’ ότι 
στο ήπαρ παρόλα αυτά συνολικά περισσότερο γλυκογόνο αποθηκεύεται στους 
σκελετικούς μυς λόγω της μεγαλύτερης μάζας τους. Ενώ στο ήπαρ η σύνθεση και 
αποικοδόμηση του γλυκογόνου ρυθμίζονται ώστε να διατηρούν στο αίμα τα επίπεδα 
γλυκόζης που απαιτούνται για την κάλυψη των αναγκών του οργανισμού ως σύνολο 
στους μυς οι διεργασίες αυτές ρυθμίζονται ώστε να μπορούν να εξυπηρετήσουν τις 
ενεργειακές ανάγκες μόνο των μυών. 
5.2 Μεταβολισμός του γλυκογόνου 
 
Οι διεργασίες αποικοδόμησης και σύνθεσης του γλυκογόνου είναι σχετικά 
απλές. 
Η αποικοδόμηση περιλαμβάνει τα εξής στάδια : 1) απελευθέρωση 1-
φωσφορικής γλυκόζης από το γλυκογόνο 2) ανακατασκευή του υποστρώματος 
γλυκογόνου για νέα αποικοδόμηση 3) μετατροπή της 1-φωσφορικής γλυκόζης σε 6-
φωσφορική γλυκόζη για περαιτέρω μεταβολισμό.  
Η σύνθεση του γλυκογόνου χρειάζεται μια ενεργοποιημένη μορφή της 
γλυκόζης, την ουριδινοδιφωσφορική γλυκόζη (UDP-γλυκόζη), η οποία παράγεται 
από την αντίδραση της UTP και της 1-φωσφορικής γλυκόζης. Η UDP-γλυκόζη 
προστίθεται στο μη αναγωγικό άκρο των μορίων γλυκογόνου. Όπως και στην 
περίπτωση της αποικοδόμησης του γλυκογόνου, τα μόρια γλυκογόνου πρέπει να 
ανακατασκευαστούν για να συνεχιστεί η σύνθεση (Berg-Tymoczko-Stryer,2006). 
Η σύνθεση και η αποικοδόμηση του γλυκογόνου είναι δυο πάρα πολύ 
σημαντικές διαδικασίες γιατί: 
 
• Ρυθμίζουν το επίπεδο της γλυκόζης στο αίμα 
• Παρέχουν αποθέματα γλυκόζης στην περίπτωση κοπιαστικής εργασίας  
• Συμβαίνουν με διαφορετικές μεταβολικές πορείες, γεγονός που απεικονίζει μια 
βασική αρχή της βιοχημείας  
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• Για την ρύθμιση του μεταβολισμού του γλυκογόνου μεσολαβούν μηχανισμοί 
γενικότερης σημασίας. 
• Ένας μεγάλος αριθμός κληρονομούμενων ενζυμικών βλαβών, μερικές από τις 
οποίες είναι θανατηφόρες στην παιδική ηλικία, έχει χαρακτηριστεί ότι οφείλεται 




Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου αποτελεί το καθοριστικό ένζυμο στον 
καταβολισμό του γλυκογόνου καθώς καταλύει τη διαδοχική απομάκρυνση 
καταλοίπων γλυκόζης από τα μη αναγωγικά άκρα του μορίου του γλυκογόνου. Το 
ένζυμο όμως αυτό μπορεί να φέρει εις πέρας τη διαδικασία του καταβολισμού μόνο 
ως ένα ορισμένο σημείο πριν συναντήσει ένα εμπόδιο. Οι γλυκοζιτικοί δεσμοί α-1,6 
στα σημεία διακλάδωσης δεν μπορούν να διασπαστούν από τη φωσφορυλάση. Έτσι 
για να μπορέσει το υπόλοιπο του μορίου του γλυκογόνου  να κινητοποιηθεί και να 
χρησιμοποιηθεί ως καύσιμο είναι απαραίτητη η παρουσία δύο επιπλέον ενζύμων, 
μιας μεταφοράσης και μιας γλυκοζιτάσης δεσμού α-1,6. Τα ένζυμα αυτά 
ανακατασκευάζουν το γλυκογόνο έτσι ώστε να συνεχιστεί η αποικοδόμηση με τη 
φωσφορυλάση. 
 
Σχήμα 9. Ανακατασκευή του γλυκογόνου 
 
 
Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου (EC 2.4.1.1; MW:~97500Da; 842 αμινοξέα) 
αποτελεί ένα ένζυμο ‘κλειδί’ στη ρύθμιση του μεταβολισμού του γλυκογόνου, 
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καταλύοντας την φωσφορολυτική διάσπαση του γλυκογόνου προς απόδοση 1-
φωσφορικής γλυκόζης (glucose-1-P) (Σχήμα 9). Το ένζυμο εμφανίζεται σε δύο 
μορφές, την αποφωσφορυλιωμένη b (GPb, χαμηλή δραστικότητα, χαμηλή συγγένεια 
για το υπόστρωμα) και την Ser14- φωσφορυλιωμένη a (GPa, υψηλή δραστικότητα, 
υψηλή συγγένεια για το υπόστρωμα). Η φωσφορυλάση του γλυκογόνου (GP) είναι 
ένα ομοδιμερές που απαντάται σε 2 διαμορφώσεις, την ενεργή ‘χαλαρή’ R και την 
εμφανώς λιγότερο ενεργή τεταμένη Τ. Η Τ διαμόρφωση εμφανίζει μικρή συγγένεια 
για τα υποστρώματα και τους αλλοστερικούς ενεργοποιητές και υψηλή συγγένεια για 
τους αναστολείς, ενώ η R διαμόρφωση εμφανίζει υψηλή συγγένεια για τα 





Αλλοστερικοί τροποποιητές, όπως το AMP παίζουν επίσης σημαντικό ρόλο 
στην ενεργότητα του ενζύμου. Η GP έχει 5 ρυθμιστικές περιοχές (Σχήμα 10): το 
καταλυτικό κέντρο (Glc-1-P, Pi),  τo αλλοστερικό AMP-κέντρο (AMP, IMP, Glc-6-P), 
το πουρινικό/νουκλεοζιτικό κέντρο αναστολής (καφεΐνη, ανάλογα πουρινών, AMP σε 
μεγάλες συγκεντρώσεις), το νέο αλλοστερικό κέντρο (κέντρο σύνδεσης εν δυνάμει 
φαρμάκων) και το γλυκογονικό κέντρο αποθήκευσης (γλυκογόνο, ολιγοσακχαρίτες).3-
5.  
 
Σχήμα 10. Φωσφορολυτική διάσπαση γλυκογόνο.1  
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Η GP, όπως προαναφέρθηκε, είναι ένα ένζυμο κλειδί στον ανθρώπινο 
Εικόνα 2. Σχηματική αναπαράσταση του διμερούς της μυϊκής GPb (απομονωμένης 
από μυς κουνελιού. Απεικονίζονται το καταλυτικό κέντρο, το αλλοστερικό, το κέντρο 
αναστολής, το κέντρο αποθήκευσης του γλυκογόνου και το νέο αλλοστερικό κέντρο. 
Στο καταλυτικό κέντρο, το οποίο εσωκλείεται στο κέντρο κάθε υπομονάδος με 
πρόσβαση του διαλύτη σε αυτό μέσω ενός μακρύ καναλιού 15Å, φαίνεται η γλυκόζη 
(μωβ), η οποία λειτουργεί ως συναγωνιστικός αναστολέας, που ευνοεί τη λιγότερο 
ενεργή Τ διαμόρφωση μέσω σταθεροποίησης της κλειστής διαμόρφωσης του βρόχου 
280 (280s loop) (λευκό). Στο καταλυτικό κέντρο συμπεριλαμβάνεται επίσης ο 
συμπαράγοντας 5’-φωσφορική-πυριδοξάλη, ο οποίος δεν απεικονίζεται στην 
παρούσα εικόνα. Το αλλοστερικό κέντρο, το οποίο προσδένει τον ενεργοποιητή 
μονοφωσφορική-αδενοσίνη (AMP), άλλα φωσφορυλιωμένα μόρια όπως την 
τριφωσφορική-αδενοσίνη  (ATP) και την 6-φωσφορική-γλυκόζη εδώ απεικονίζεται 
παρουσία της ένωσης της Bayer, W1807 (ανοιχτό μωβ). Το αλλοστερικό κέντρο 
βρίσκεται στην διεπιφάνεια των δύο υπομονάδων σε απόσταση περίπου 30 Å από το 
καταλυτικό κέντρο. Το κέντρο αναστολής, το οποίο στην T διαμόρφωση εμποδίζει την 
είσοδο στο καταλυτικό κέντρο, προσδένει πουρίνες, όπως η καφεΐνη, νουκλεοσίδια ή 
νουκλεοτίδια σε υψηλές συγκεντρώσεις και την φλαβοπιριδόλη (κόκκινο). Το κέντρο 
αναστολής βρίσκεται στην επιφάνεια του ενζύμου περίπου 12 Å από το καταλυτικό 
κέντρο. Το νέο αλλοστερικό κέντρο βρίσκεται στην κοιλότητα που σχηματίζεται από 
την αλληλεπίδραση των δύο υπομονάδων σε απόσταση περίπου  15 Å από το 
αλλοστερικό κέντρο, 33 Å από το καταλυτικό  και 37 Å από το κέντρο αναστολής. 
Στην εικόνα φαίνεται προσδεδεμένη η ένωση CP320626 (ανοιχτό κόκκινο). Στο 
κέντρο αποθήκευσης γλυκογόνου φαίνεται προσδεδεμένη η μαλτοπενταόζη 
(πορτοκαλί).2 
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μεταβολισμό και παίζει πολύ σημαντικό ρόλο στην αποθήκευση και απελευθέρωση 
της γλυκόζης. Συνεπώς, διαδραματίζει βασικό ρόλο στον έλεγχο του μεταβολισμού 
του γλυκογόνου και για αυτόν ακριβώς τον λόγο γίνεται εκτενής μελέτη των κέντρων 
πρόσδεσης της με σκοπό το σχεδιασμό αναστολέων, οι οποίοι θα μπορούν να 
εμποδίσουν την ανεπιθύμητη γλυκογονόλυση κάτω από συγκεκριμένες συνθήκες.6 
Το καταλυτικό κέντρο 
 
Ο σχεδιασμός αποτελεσματικών αναστολέων της φωσφορυλάσης (GPIs) είναι 
άρρηκτα συνδεδεμένος με την γνώση των χαρακτηριστικών γνωρισμάτων της κάθε 
περιοχής πρόσδεσης, όπως είναι τα αμινοξέα-κλειδιά, η ευελιξία της κάθε περιοχής, 
η πρόσβαση του διαλύτη και η υδροφοβικότητα. 
Η GP, όπως προαναφέρθηκε έχει 5 ρυθμιστικές περιοχές, μέσα στις οποίες 
είναι και τo καταλυτικό κέντρο. Τo καταλυτικό κέντρο της φωσφορυλάσης 
περιλαμβάνει τον συμπαράγοντα 5’-φωσφορική πυριδοξάλη (PLP), ο οποίος 
εσωκλείεται στο κέντρο κάθε υπομονάδας του ενζύμου (Εικόνα 5). Η πρόσβαση του 
διαλύτη επιτυγχάνεται δια μέσου ενός επιμήκους καναλιού 15 Å. Οι αναστολείς του 
καταλυτικού κέντρου προάγουν την T διαμόρφωση (λιγότερο ενεργή) μέσω της 
σταθεροποίησης της κλειστής διαμόρφωσης του βρόχου 280 (αμινοξέα 282-287), ο 
οποίος εμποδίζει την πρόσβαση του υποστρώματος στο καταλυτικό κέντρο (Σχήμα 
11). Η α-D-γλυκόζη (Σχήμα 7 ) είναι ο φυσιολογικός αναστολέας του καταλυτικού 
κέντρου της GP με Ki της τάξεως του 1.7 mM (GPb),η β-D-γλυκόζη προσδένεται με 
Ki της τάξεως των 7.4 mM.7  
ΚΑΤΕΥΘΥΝΟΜΕΝΟΣ ΑΠΟ ΤΗ ΔΟΜΗ ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣ ΦΑΡΜΑΚΩΝ 
 
Σε περιπτώσεις όπου είναι γνωστή η δομή ενός ενζύμου ή συγκεκριμένα 
κάποιων σημαντικών περιοχών της δομής καθώς και του ενεργού κέντρου, είναι 
δυνατός ο σχεδιασμός μορίων, τα οποία να συνδέονται στο ενεργό κέντρο του 
ενζύμου και να επηρεάζουν την δραστικότητά του. Η τεχνική αυτή είναι γνωστή ως 
κατευθυνόμενος από τη δομή σχεδιασμός φαρμάκων ή σχεδιασμός φαρμάκων με 
βάση τη δομή [Moran & Stewart, 2000/1]. 
 
Η εφαρμογή του κατευθυνόμενου από τη δομή σχεδιασμού φαρμάκων 
βασίζεται στην τοποθέτηση με μεθόδους μοντελισμού αναλόγων φυσικών 
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υποστρωμάτων στο κέντρο του υπό μελέτη μορίου. Φυσικά αυτό προϋποθέτει ότι η 
δομή του έχει προσδιοριστεί σε υψηλή ευκρίνεια με μία μέθοδο προσδιορισμού 
δομής μακρομορίων (όπως είναι η κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ). Ακολουθεί η 
επιλογή των μορίων που πληρούν τις προϋποθέσεις και έπειτα, συντίθενται και 
ελέγχονται οι βιοχημικές τους ιδιότητες.  
 
Η διαδικασία είναι δύσκολη και απαιτητική, διότι η χημική σύσταση ενός 
φαρμάκου και η σχέση του με την επίδραση στον οργανισμό, δεν είναι εύκολα 
προβλέψιμη. Επιπλέον, η επιτυχία σε μοριακό επίπεδο δεν μπορεί να εγγυηθεί την 
επιτυχή παρασκευή του φαρμάκου. Γενικά, η παρασκευή του νέου φαρμάκου, με 
αυτόν τον τρόπο απαιτεί τη διεξοδική μελέτη σημαντικού πλήθους μορίων. Το μόριο 
που θα επιλεχθεί για να χρησιμοποιηθεί στην παρασκευή φαρμάκου θα πρέπει να 
διαθέτει πλήθος στοιχείων όπως εκλεκτικότητα, έλλειψη τοξικότητας, κατάλληλη 
βιοδιαθεσιμότητα, σταθερότητα και διαλυτότητα. Η πρόκληση όσο το δυνατόν 
λιγότερων ανεπιθύμητων ενεργειών από το φάρμακο είναι ιδιαίτερα σημαντική 
[Verlinde et al., 1994]. Τα ένζυμα είναι ο κύριος στόχος για δράση των φαρμάκων, 
λόγω της ικανότητάς τους να δρουν ως εξειδικευμένοι καταλύτες αντιδράσεων. Η 
δράση τους βασίζεται στην σύνδεση των υποστρωμάτων στις καταλυτικές περιοχές 
όπου και προωθείται η εκάστοτε καταλυόμενη αντίδραση [Drenth JP, Jansen JB, 
2000]. 
Ωστόσο η ανακάλυψη ή ο σχεδιασμός ενός ισχυρά συνδεόμενου αναστολέα 
μιας πρωτεΐνης στόχου απέχει πολύ από την εμπορική διαθεσιμότητα του 
φαρμάκου. Είναι προφανές ότι ακόμη και αναστολείς που συνδέονται πολύ ισχυρά 
δεν είναι απαραίτητα αποτελεσματικά και ασφαλή φάρμακα. Τα φάρμακα συντίθενται 
βάσει μορίων που διαθέτουν συνδυασμό ιδιοτήτων, πέραν της υψηλής ανασταλτικής 
τους δράσης. Αυτά τα μόρια πρέπει να παρουσιάζουν αυξημένη βιοδιαθεσιμότητα. 
Να είναι ικανά όχι μόνο να φτάσουν στην πρωτεΐνη που τίθεται ως στόχος, 
περνώντας συχνά μέσω αρκετών μεμβρανών, αλλά και να μην αποβάλλονται 
γρήγορα από τον οργανισμό. Δεν πρέπει να εμφανίζουν όμως και επικίνδυνες 
παρενέργειες, πρέπει να έχουν χαμηλή τοξικότητα, να μπορούν να παρασκευαστούν 
σε μεγάλες ποσότητες με υψηλή καθαρότητα και να μην μετατρέπονται σε 
επιβλαβείς ενώσεις από ανθρώπινα παθογόνα αμυντικά συστήματα. Τα κριτήρια 
σύμφωνα με τα οποία θα επιτραπεί η χορήγηση μιας νέας ένωσης σε μεγάλους 
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πληθυσμούς πρέπει να είναι αρκετά αυστηρά και είναι ο κύριος λόγος στον οποίο 
αποδίδεται η αποτυχία πολλών ενώσεων να γίνουν φάρμακα. 
 
Η παρούσα διατριβή αποτελεί μέρος της γενικότερης έρευνας που διεξάγεται 
στο εργαστήριο Δομικής και Λειτουργικής Βιοχημείας με στόχο τη μελέτη του 
ενζύμου της φωσφορυλάσης γλυκογόνου για την κατανόηση της μοριακής βάσης της 
αναγνώρισης ενζύμου:αναστολέα και το σχεδιασμό εν δυνάμει υπογλυκαιμικών 
φαρμάκων. Η εφαρμογή μεθόδων πρωτεϊνικής κρυσταλλογραφίας για την ανάλυση 
της 3D δομής συμπλόκων ενζύμου:αναστολέα, σε υψηλή ευκρίνεια, μπορεί να 
οδηγήσει στο σχεδιασμό ενώσεων υψηλής συγγενείας και ρυθμιστικής ικανότητας 
στην ισορροπία αποικοδόμησης ⇔ σύνθεσης γλυκογόνου στο σακχαρώδη διαβήτη 





Η απομάκρυνση ενός συστατικού από ένα διάλυμα με τη μορφή στερεών 
κρυσταλλικών σωματιδίων ονομάζεται κρυστάλλωση. Οι κρύσταλλοι διαχωρίζονται 
από το αρχικό διφασικό διάλυμα κρυστάλλων-υγρού (μάγμα) και είναι σχεδόν 
καθαροί αν και μερικές φορές εγκλείεται μέσα σε αυτούς «μητρικό υγρό» που μπορεί 
να μολύνει το τελικό ξηρό προϊόν. Σε αυτές τις περιπτώσεις χρειάζεται 
ανακρυστάλλωση. 
Κρύσταλλος είναι η κανονική, επαναλαμβανόμενη διευθέτηση ατόμων ή 
μορίων σε τρεις διαστάσεις. Αποτελείται από όμοιες κυψελίδες που έχουν τον ίδιο 
προσανατολισμό και επαναλαμβάνονται στις τρεις διαστάσεις, ώστε να δημιουργούν 
ένα κανονικό τρισδιάστατο πλέγμα. Η μονάδα όγκου του πλέγματος με πλευρές a, b, 
c ονομάζεται στοιχειώδης κυψελίδα, μπορεί να επιλεγεί με διαφόρους τρόπους και 
περιορίζονται να έχουν σχήματα τα οποία επαναλαμβανόμενα με μετατόπιση να μην 
αφήνουν κενά. Στην απλούστερη περίπτωση η στοιχειώδης κυψελίδα περιέχει ένα 
μόνο μόριο, συνήθως όμως αποτελείται από δύο ή περισσότερα μόρια συνδεόμενα 
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με κάποιο είδος συμμετρικής διευθέτησης, έτσι ώστε να συμπληρώνουν τον χώρο 
πιο ικανοποιητικά παρά αν ήταν το καθένα μόνο του.  
 
 
Σχήμα 11. Κρυσταλλικό πλέγμα 
 
Οι αλληλεπιδράσεις που κρατούν τις πρωτεΐνες στο κρυσταλλικό πλέγμα 
ονομάζονται κρυσταλλικές επαφές και είναι ίδιες σε κάθε οργανωμένη βασική 
μονάδα μορίων που περιέχεται στην στοιχειώδη κυψελίδα του κρυσταλλικού 
πλέγματος.  
Απαιτείται η μεγαλύτερη δυνατή καθαρότητα των πρωτεϊνών για τα πειράματα 
κρυστάλλωσης, καθώς η ανομοιογένεια λόγω βιοχημικών τροποποιήσεων 
(πρωτεόλυση, φωσφορυλίωση, γλυκοζυλίωση) ή άλλων παραγόντων οδηγεί τις 
πρωτεΐνες να μην κρυσταλλώνουν ή να κρυσταλλώνουν δύσκολα.  
 
7.2 Κρυστάλλωση πρωτεϊνών 
Η κρυστάλλωση πρωτεϊνών είναι βιοχημική τεχνική που αρχικά 
χρησιμοποιήθηκε για την απομόνωση και τον έλεγχο καθαρότητας των πρωτεϊνών, 
καθώς η μικροκρυσταλλικότητα των μορίων είναι ένδειξη καθαρότητάς τους. Τα 
τελευταία χρόνια η χρήση της κρυστάλλωσης για το σκοπό αυτόν έχει εγκαταλειφθεί 
καθώς οι κρύσταλλοι μπορούν να περιέχουν μέχρι και 10% άλλες προσμίξεις. Για 
την δομική μελέτη μορίων με ακτίνες Χ η κρυστάλλωση του μορίου αποτελεί το 
πρωταρχικό βήμα.  
Τα πρώτα περιθλασιγράμματα ακτίνων-Χ από κρυστάλλους πρωτεϊνών 
πάρθηκαν από κρυστάλλους πεψίνης από τους Bernal και Crowfoot (D.Hodgkin) το 
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1934. Οι κρύσταλλοι σχηματίστηκαν στην Ουψάλα, από ένα δείγμα που τυχαία 
αφέθηκε ανέπαφο για αρκετές εβδομάδες και είναι ενδεικτικό για τον τρόπο που 
ξεκινούσαν όλες σχεδόν οι αρχικές κρυσταλλογραφικές μελέτες. Η επιλογή των 
πρωτεϊνών γινόταν με βάση την διαθεσιμότητα τους και την ευκολία με την οποία 
μπορούσαν να κρυσταλλωθούν και όχι με βάση την βιολογική τους σημασία, καθώς 
το ενδιαφέρον της δομικής βιολογίας τα πρώτα εκείνα χρόνια, ήταν στην ανάπτυξη 
των μεθόδων ακτίνων-Χ για τη λύση δομών παρά στην μεθόδευση των διαδικασιών 
κρυστάλλωσης. Σήμερα με την βοήθεια των εργαλείων της βιοτεχνολογίας είναι 
μάλλον ευκολότερο να αποκτήσει ο ερευνητής τα απαιτούμενα ποσά πρωτεϊνών για 
κρυσταλλώσεις (μάλιστα σε κάποιες περιπτώσεις αρκετά mg), καθώς ο στόχος δεν 
ειναι μόνο η ανάπτυξη κρυστάλλων αλλά και το κατάλληλο μέγεθος αυτών. 
 Η ένταση των περιθλωμένων ακτίνων-Χ είναι ανάλογη με τον όγκο του 
κρυστάλλου και αντίστροφα ανάλογη με τον όγκο της στοιχειώδους κυψελίδας που 
δεν είναι μικρότερος από μια πρωτεϊνική υπομονάδα. Οι ακτίνες-Χ σκεδάζονται 
ασθενώς από ένα μόνο μόριο, σε αντίθεση με ότι συμβαίνει μ΄ ένα κρύσταλλο που 
περιέχει μεγάλο αριθμό μορίων διευθετημένων κανονικά (ένας συνηθισμένος 
κρύσταλλος έχει περίπου 1015-1018 μόρια). Για παράδειγμα, πρωτεΐνες μοριακού 
βάρους μικρότερο από 50.000 Dalton που θα σχημάτιζαν κρύσταλλο 0.1mm σε όλες 
τις διαστάσεις, θα παρήγαγαν περιθλασίγραμμα μόνο με βασικά δεδομένα, ενώ για 
ανάλυση δομής σε υψηλή διακριτικότητα απαιτούνται κρύσταλλοι 0.3 mm σε όλες τις 
διαστάσεις με 30 φορές μεγαλύτερο όγκο (www. biophysics.biol.uoa.gr). 
 
7.3 Παράγοντες που επηρεάζουν την κρυστάλλωση 
Η δημιουργία πυρήνων κρυστάλλωσης και η αύξηση των κρυστάλλων 
εξαρτάται από πολλές παραμέτρους που αναφέρονται παρακάτω:  
Ενδογενείς φυσικοχημικές παράμετροι  
Υπερκορεσμός (συγκέντρωση πρωτεΐνης και παραγόντων κατακρήμνισης)  
Θερμοκρασία, pH (μεταβολές)  
Χρόνος (ρυθμοί εξισορρόπησης και αύξησης)  
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Ιοντική ισχύς και καθαρότητα των χημικών (φύση των παραγόντων κατακρήμνισης, 
ρυθμιστικά διαλύματα, επιπρόσθετες χημικές ουσίες)  
Διάχυση και μεταφορά (πηκτώματα, μικροβαρύτητα)  
Όγκος και γεωμετρία του δείγματος και των πειραματικών συσκευών (επιφάνεια των 
συσκευών κρυστάλλωσης)  
Στερεά σωματίδια, αλληλεπιδράσεις με τα τοιχώματα και με τις διάμεσες επιφάνειες 
(ομοιογενής, ετερογενής πυρήνωση)  
Φαινόμενα εξαρτημένα από την πυκνότητα ή το ιξώδες (διαφορές μεταξύ 
κρυστάλλου και μητρικού υγρού)  
Πίεση, ηλεκτρικά και μαγνητικά πεδία  
Δονήσεις και ήχος (ακουστικά κύματα)  
Σειρά των γεγονότων, επαναληψιμότητα (ερευνητής ή ρομπότ)  
Βιοχημικές και βιοφυσικές παράμετροι  
Ευαισθησία της δομής της πρωτεΐνης σε φυσικές παραμέτρους (θερμοκρασία, pH, 
ιοντική ισχύς, διαλύτες .  
Δέσμευση άλλων υποκαταστατών (υποστρώματα, συνπαράγοντες, μεταλλικά ιόντα, 
άλλα ιόντα)  
Ειδικές πρόσθετες ουσίες (ανταγωνιστικές ουσίες, μη ιοντικά απορρυπαντικά, 
πολυαμίνες)  
Ιδιότητες των πρωτεϊνών (οξείδωση, υδροφοβικότητα, υδροφιλικότητα )  
Γήρανση του δείγματος (οξειδοαναγωγικές μεταβολές, αποδιάταξη, αποικοδόμηση)  
Βιολογικοί παράμετροι  
Πολύ μικρές ποσότητες των περισσοτέρων πρωτεϊνών στην φύση  
Βιολογικές πηγές και φυσιολογική κατάσταση των οργανισμών ή των κυττάρων που 
περιέχουν τις πρωτεΐνες (θερμόφιλοι, ψυχρόφιλοι, αλλόφιλοι, μεσόφιλοι οργανισμοί, 
στατική ή αναπτυσσόμενη φάση κυττάρων)  
Βακτηριακές μολύνσεις  
Καθαρότητα των μακρομορίων  
Μακρομοριακές επιμολύνσεις (με άλλα μακρομόρια ή άλλα μικρά μόρια)  
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(Μικρο)ετερογένεια της ακολουθίας (κοψίματα από πρωτεάσες ή νουκλεάσες -τα 
κλάσματα μακρομορίων μπορεί να κρυσταλλώνουν ευκολότερα-, μερικές ή 
ετερογενείς μεταφραστικές τροποποιήσεις  
Δομική (μικρο)ετερογένεια (βαθμός και τρόπος πολυμερισμού συσσωματώματα, 
αποδιάταξη) (www. biophysics.biol.uoa.gr). 
 
7.4 Διαγράμματα διαλυτότητας 
Καθώς η διαλυτότητα των πρωτεϊνών εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, 
(κυριότεροι η συγκέντρωση της πρωτεΐνης, η ιοντική ισχύς, το pH, η θερμοκρασία, η 
φύση των διαλυτών που χρησιμοποιούνται), ένα δισδιάστατο διάγραμμα 
διαλυτότητας σε σχέση με μια παράμετρο είναι αντιπροσωπευτικό για κάθε βιομόριο, 
εφ' όσον οι άλλες παράμετροι παραμένουν σταθεροί.  
 
Εικόνα 3. Καμπύλη διαλυτότητας 
Η καμπύλη διαλυτότητας (S) ορίζει τις ζώνες υποκορεσμού και 
υπερκορεσμού και καθορίζει την κατάσταση εξισορρόπησης μεταξύ κορεσμένης 
πρωτεΐνης και κρυσταλλωμένης πρωτεΐνης στο διάλυμα Κάτω από την καμπύλη 
κορεσμού η πρωτεΐνη δεν πρόκειται ποτέ να κρυσταλλωθεί (υποκορεσμός), ενώ 
πάνω από την καμπύλη διαλυτότητας η συγκέντρωση της πρωτεΐνης είναι 
υψηλότερη από την συγκέντρωση εξισορρόπησης για δεδομένη συγκέντρωση 
ηλεκτρολύτη (υπερκορεσμός) και υποδιαιρείται σε τρεις άλλες ζώνες:  
Ζώνη κατακρήμνισης: η πρωτεΐνη μετατρέπεται σε άμορφη μάζα.  
Ζώνη πυρήνωσης (πυρήνες κρυστάλλωσης)  
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Πυρήνες κρυστάλλωσης ονομάζονται οι πιο μικρές οργανωμένες μορφές 
πρωτεϊνικών συσσωματωμάτων και σχηματίζονται στην περιοχή όπου η περίσσεια 
της πρωτεΐνης παίρνει κρυσταλλική μορφή. Κοντά στην ζώνη κατακρήμνισης 
βρίσκεται πλήθος μικροκρυστάλλων οι οποίοι μπορούν να μπερδευτούν με το 
άμορφο ίζημα πρωτεΐνης. Η εύρεση της ζώνης πυρήνωσης αποτελεί πρωταρχικό 
σκοπό των πειραμάτων κρυστάλλωσης.  
Μετασταθερή ζώνη (αύξηση κρυστάλλων): ένα υπέρκορο διάλυμα πρωτεΐνης 
μπορεί να μην δημιουργεί πυρήνες κρυστάλλωσης για μακρύ χρονικό διάστημα, 
εκτός αν βοηθηθεί μηχανικά. Η ζώνη αυτή αντιστοιχεί ιδανικά στην αύξηση 





Η διαλυτότητα των βιομορίων σε υδατικά ηλεκτρολυτικά διαλύματα εξετάζεται 
σε σχέση με την συγκέντρωση των ηλεκτρολυτών στο διάλυμα και αναφέρεται ως 
εφαλάτωση και εξαλάτωση.  
Εφαλάτωση (salting in ) : Η αύξηση της διαλυτότητας των βιομορίων με 
ταυτόχρονη αύξηση της συγκέντρωσης του ηλεκτρολύτη, σε χαμηλές συγκεντρώσεις 
αλατιών (<0.5 Μ) ονομάζεται εφαλάτωση, εξηγείται με τη θεωρία των Debye-Huckel 
και αφορά τις μη ειδικές ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των φορτίων των 
βιομορίων και των ιόντων που βρίσκονται στο διάλυμα. Αντίθετα, συμβαίνει μείωση 
της διαλυτότητας των βιομορίων όταν ελαττώνεται η συγκέντρωση ιόντων, σε 
χαμηλές συγκεντρώσεις αλατιών.  
Εξαλάτωση (salting out) : Η ελάττωση της διαλυτότητας των βιομορίων με την 
αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων στο διάλυμα, σε πυκνά ηλεκτρολυτικά 
διαλύματα ονομάζεται εξαλάτωση. Τα βιομόρια συμπεριφέρονται ως ουδέτερα 
δίπολα και διέπονται από τον υδροφοβικό και πολικό τους χαρακτήρα. Το φαινόμενο 
περιγράφεται με την εξίσωση των Cohn-Green  
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όπου I είναι η ιοντική ισχύς και υπολογίζεται από τις συγκεντρώσεις και τα σθένη 
όλων των ιόντων που περιέχονται στο διάλυμα, S η διαλυτότητα ενός βιομορίου, β 
είναι σταθερά που εξαρτάται από το pH και την θερμοκρασία, ko η σταθερά της 
εξαλάτωσης και εξαρτάται από το pH.  
Τα βιολογικά μακρομόρια σαν πολυμερή αμινοξικών καταλοίπων ή 
νουκλεοτιδίων που διπλώνονται σε τριτοταγή και τεταρτοταγή δομή κυρίως λόγω 
αλληλεπιδράσεων Van der Waals, διπόλου-διπόλου, δεσμών υδρογόνου (C-O.......H-
N), γεφυρών S-S και περιστασιακά λόγω γεφυρών άλατος μεταξύ φορτισμένων 
αμινοξικών καταλοίπων (-COO-...+H3N-).  
Οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες διατάσσουν τις υδροφοβικές ομάδες τους προς 
τον πυρήνα εκθέτοντας τις υδρόφιλες ομάδες στην επιφάνεια, με αποτέλεσμα να 
θεωρούνται σαν πολυηλεκτρολύτες ικανοί να διαλυτοποιηθούν στο νερό (πρωτικός 
πολικός διαλύτης). Η σταθερότητα των μακρομορίων στο διάλυμα βασίζεται στον 
ανταγωνισμό μεταξύ αλληλεπιδράσεων διαλύτη-διαλελυμένης ουσίας και 
ενδομοριακών αλληλεπιδράσεων που οδηγούν στην απόκτηση της τεταρτοταγούς 
δομής. Η ισορροπία μεταξύ των αλληλεπιδράσεων που ελέγχουν την διαλυτότητα 
και/ή την διαμόρφωση των πρωτεϊνών στον χώρο τροποποιείται από τους 
παρακάτω παράγοντες :  
α) θερμοκρασία: αύξηση της θερμοκρασίας ,προκαλεί αύξηση της αταξίας των 
διαλελυμένων μορίων αλλά επίσης επιτρέπει μακρομοριακές διευθετήσεις 
υψηλότερης ελεύθερης ενέργειας.  
β) pH: Αλλαγές του pH επηρεάζουν τόσο τον διαλύτη όσο και την διαλελυμένη ουσία  
γ) Αλάτια: δρουν με διαφόρους τρόπους:  
(i) Είναι υπεύθυνα για την ιοντική ισχύ και επηρεάζουν τις μακρομοριακές 
ηλεκτροστατικές αλληλεπιδράσεις. Η άπωση μεταξύ ηλεκτρολυτών του ιδίου φορτίου 
μειώνεται.  
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(ii) Μπορούν να σχηματίζουν απ’ευθείας αλληλεπιδράσεις με φορτισμένα αμινοξικα 
κατάλοιπα (αργινίνη, λυσίνη ασπαρτικο, γλουταμικο) στην επιφάνεια των πρωτεϊνών  
(iii) Δρουν με διπολικές-μονοπολικές αλληλεπιδράσεις με τις διπολικές ομάδες των 
μακρομορίων (πεπτιδικοί δεσμοί, αμινο, υδροξυ, καρβοξυλικές ομάδες και αμίδια) και 
μπορούν να οδηγήσουν σε μερική αποδιάταξη της πρωτεΐνης.  
(iv) Σχηματίζουν μη πολικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των υδροφοβικών καταλοίπων 
εκτεθειμένων στο διαλύτη και των υδροφοβικών τμημάτων των οργανικών αλατιών 
(σουλφονικών, καρβοξυλικών, αμμωνιακών ).  
δ) Ανταγωνιστές δεσμών υδρογόνου. Μόρια όπως η ουρία, το φορμαμιδία, τα 
γουανιδινικά αλάτια σε υψηλές συγκεντρώσεις (>=4 Μ) ανταγωνίζονται τους δεσμούς 
υδρογόνου των μορίων του νερού και τους ενδομοριακούς δεσμούς υδρογόνου της 
πρωτεΐνης δρώντας σαν αποδιατακτικοί παράγοντες, ενώ στην αντίθετη περίπτωση 
σταθεροποιούν τους υδροφοβικούς δεσμούς.  
ε) Οργανικοί διαλύτες : Τροποποιούν την διηλεκτρική σταθερά και έτσι προκαλούν 
αλλαγές σε διάφορες αλληλεπιδράσεις (www. biophysics.biol.uoa.gr). 
7.6 Σχεδιασμός κρυστάλλωσης 
Για την κρυσταλλογραφική μελέτη μίας πρωτεΐνης απαιτούνται μεγάλοι και 
καλοσχηματισμένοι κρύσταλλοι, γι αυτό σε πρώτη φάση πρέπει να δημιουργηθούν 
πυρήνες κρυστάλλωσης και να αφεθούν στην μετασταθερή ζώνη για να 
μεγαλώσουν. Αυτό προϋποθέτει ότι η πρωτεΐνη θα υπερβεί ένα φράγμα ενέργειας 
προκειμένου να μπορέσει να κρυσταλλώσει, ανάλογο με αυτό των τυπικών χημικών 
αντιδράσεων, όπως φαίνεται στην παρακάτω εικόνα : 
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Εικόνα 4. Σχηματισμός κρυστάλλων συναρτήσει ενέργειας και χρόνου 
Δηλαδή το διάλυμα της πρωτεΐνης πρέπει να περάσει από την διαλυτή φάση 
στην ζώνη πυρήνωσης και να παραμείνει εκεί για σύντομο χρονικό διάστημα έτσι 
ώστε να μην δημιουργηθούν πολλοί πυρήνες κρυστάλλωσης που οδηγούν σε 
πολλούς και μικρότερου όγκου κρυστάλλους. (Η αύξηση του όγκου των κρυστάλλων 
σε διάλυμα με πολλούς πυρήνες κρυστάλλωσης οδηγεί σε επικαλύψεις 
κρυσταλλικών πλεγμάτων, άρα σε κακοσχηματισμένους κρυστάλλους). Στην 
συνέχεια, το πρωτεϊνικό διάλυμα όταν μεταπέσει στην μετασταθερή ζώνη, οι 
πυρήνες θα συνεχίσουν να μεγαλώνουν και θα δώσουν καλοσχηματισμένους 
κρυστάλλους. Όσο οι κρύσταλλοι μεγαλώνουν τόσο η συγκέντρωση της 
διαλελυμένης πρωτεΐνης μικραίνει, με αποτέλεσμα η μετασταθερή ζώνη να 
μετατοπίζεται. Έτσι κυριότερο μέλημα στα πειράματα κρυστάλλωσης είναι η 
δημιουργία συνθηκών συνεχούς παρακολούθησης της μετασταθερής ζώνης.  
Από τα παραπάνω στοιχεία προκύπτει ότι ο τρόπος ελάττωσης της 
διαλυτότητας της πρωτεΐνης στο διάλυμα. πρέπει να είναι ελεγχόμενος Ταχεία 
ελάττωση της διαλυτότητας οδηγεί σε άμορφα ιζήματα, γι αυτό η προσέγγιση του 
σημείου υπερκορεσμού γίνεται αργά, αλλάζοντας βαθμιαία παράγοντες όπως η 
συγκέντρωση, η ιοντική ισχύς, το pH, ή η διηλεκτρική σταθερά του πρωτεϊνικού 
διαλύματος (www. biophysics.biol.uoa.gr). 
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Το πιο σημαντικό ίσως σημείο στην κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ είναι η 
ανάπτυξη κρυστάλλων άριστης ποιότητας. Για να είναι ένας κρύσταλλος «καλός» 
πρέπει να είναι απαλλαγμένος από προσμίξεις, να είναι απόλυτα συμμετρικός και να 
έχει τρισδιάστατη επαναλαμβανόμενη δομή. Τα σχήματα των κρυστάλλων μπορεί να 
ποικίλουν, από τέλειους κύβους μέχρι και μακριές λεπτές βελόνες. Ο χρόνος που 
απαιτείται για να προκύψει ένας πρωτεϊνικός κρύσταλλος μπορεί να είναι αρκετά 
μεγάλος (από μερικές εβδομάδες μέχρι και κάποιους μήνες) γι’ αυτό απαιτείται 
συχνά αρκετή προσπάθεια και υπομονή από τον ερευνητή καθώς και συνεχής 
έλεγχος, εφόσον οι αλλαγές σε κάποιες παραμέτρους μπορούν να επιφέρουν οπτικά 
παρατηρήσιμες μεταβολές στους κρυστάλλους [Acharya & Rees, 1997]. 
Η κρυστάλλωση των πρωτεϊνών πραγματοποιείται σε τρία στάδια: 
1. Πυρήνωση. Σ’ ένα υπερκορεσμένο διάλυμα τα πρωτεϊνικά μόρια μπορούν να 
αλληλεπιδράσουν μεταξύ τους και να σχηματίσουν συσσωματώματα γύρω 
από συγκεκριμένα κέντρα σύνδεσης. Το μέγεθος του συσσωματώματος 
προσδιορίζει τη συνολική ελεύθερη ενέργεια, η οποία παρουσιάζει μέγιστο 
όταν σχηματιστεί ο πυρήνας, δηλαδή αποκτήσει κρίσιμο μέγεθος. 
Προκειμένου λοιπόν να επιτευχθεί η ανάπτυξη μιας νέας φάσης στο 
υπερκορεσμένο διάλυμα, πρέπει το σύστημα να υπερπηδήσει το ενεργειακό 
φράγμα το οποίο καλείται ελεύθερη ενέργεια πυρήνωσης και ορίζεται ως εξής:                       
 
ΔGg = {-[KT(4r3π)]/ (Vlnβ)} + 4r2πγ 
           Όπου Κ: η σταθερά Boltzman, 
          Τ: η απόλυτη θερμοκρασία, 
           r: η ακτίνα του πυρήνα του κρυστάλλου, 
          V: ο όγκος ενός μορίου στον κρύσταλλο,  
           β: ο βαθμός υπερκορεσμού και  
           γ: η διφασική ενέργεια διαλύματος- κρυστάλλου [Kam et al., 1978]. 
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Για να μπορέσει να ξεπεραστεί το ενεργειακό φράγμα και να αναπτυχθεί ο 
κρύσταλλος, πρέπει ο βαθμός υπερκορεσμού να είναι αρκετά υψηλός έτσι ώστε το 
εύρος των ενεργειακών διακυμάνσεων να είναι ικανοποιητικό [Mikol & Giege, 1992]. 
Από τη στιγμή που θα δημιουργηθεί ένας πυρήνας τότε ξεκινά αυθόρμητα η 
ανάπτυξή του, ενώ μικρότερα συσσωματώματα τείνουν να διαλυτοποιηθούν [Kam et 
al., 1978]. Ανάλογα με την κρυσταλλική δομή ο πυρήνας αποτελείται από 10 εώς 
200 μόρια, ενώ ο χρόνος που απαιτείται για να σχηματιστεί ποικίλει ανάλογα με τις 
συνθήκες [Blundell & Johnson, 1976]. 
Η πυρήνωση αποτελεί το πιο κατανοητό στάδιο της κρυστάλλωσης. Η 
ποιοτική και ποσοτική περιγραφή της μπορεί να γίνει μέσω θερμοδυναμικών 
εξισώσεων. Σ’ ένα υπερκορεσμένο διάλυμα η πυρήνωση θεωρείται ως μια 
αλυσιδωτή αντίδραση σχηματισμού συσσωματωμάτων. Δυο συναγωνιστικές 
διαδικασίες λαμβάνουν χώρα κατά το στάδιο της πυρήνωσης. Η μία οδηγεί στο 
σχηματισμό της κρυσταλλικής δομής και η άλλη στη δημιουργία άμορφου ιζήματος 
[Kam et al., 1978].   
 
2. Ανάπτυξη πυρήνων. Μετά το στάδιο της πυρήνωσης αρχίζει η διαδικασία 
ανάπτυξης κρυστάλλων με επικάθιση μορίων πρωτεΐνης στους πυρήνες, ενώ 
ταυτόχρονα μειώνεται και η πρωτεϊνική συγκέντρωση του διαλύματος. 
Μεγαλύτερη μείωση της συγκέντρωσης αυτής επιτυγχάνεται στην περιοχή 
κοντά στην επιφάνεια του κρυστάλλου με αποτέλεσμα νέα μόρια να διαχέονται 
προς αυτή και να υπάρχει μια διαρκής μεταφορά μάζας [Kam et al., 1978].  
 
Ο ρυθμός εναπόθεσης πρωτεϊνικών μορίων στην επιφάνεια του κρυστάλλου 
ορίζεται από το νόμο του Fick για τη διάχυση μάζας: 
 
dM/ dt = D(dC/ dt)o S 
όπου (dC/ dt)o είναι η βαθμίδα συγκέντρωσης στην επιφάνεια του 
κρυστάλλου, S είναι η επιφάνεια της κρυσταλλικής περιοχής και D ο μέσος 
συντελεστής διάχυσης. Θεωρώντας ότι η ανάπτυξη προχωράει μέσω 
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σύνδεσης μονομερών, η σταθερά του ρυθμού ανάπτυξης μπορεί να 
προσδιοριστεί από τη σχέση:  
 
dM/ dt = K[Ci (0) – Ci] Sd 
όπου Ci (0) είναι η συγκέντρωση στην κατάσταση κορεσμού, Ci είναι η 
συγκέντρωση του διαλύματος και Κ ο συντελεστής ταχύτητας ανάπτυξης, ο 
οποίος είναι χαρακτηριστικός της μορφολογίας του υπό ανάπτυξη κρυστάλλου 
[Φιλιππόπουλος & Γρηγοροπούλου, 1998] 
Το στάδιο της ανάπτυξης των κρυστάλλων μπορεί να μελετηθεί με τη βοήθεια της 
φωτομικροσκοπίας υπεριώδους ακτινοβολίας [Kam et al., 1978]. 
 
3. Αναστολή της ανάπτυξης. Με βάση το νόμο του Fick για τη διάχυση μάζας, 
αν ο μέσος συντελεστής διάχυσης D είναι μεγαλύτερος του συντελεστή 
ταχύτητας ανάπτυξης Κ, τότε η ταχύτητα ανάπτυξης καθορίζεται από τη 
μορφολογία του κρυστάλλου. Στην αντίθετη περίπτωση η ταχύτητα 
καθορίζεται από τη διάχυση των πρωτεϊνικών μορίων. Δεδομένου ότι τα 
συστήματα κρυστάλλωσης είναι συνήθως κλειστά, δηλαδή ότι δεν μπορεί να 
προστεθεί πρωτεΐνη από εξωτερικούς παράγοντες, η ταχύτητα ανάπτυξης 
ελαττώνεται με το χρόνο και τελικά μηδενίζεται. Με βάση διάφορα πειράματα 
που έχουν πραγματοποιηθεί, έχει παρατηρηθεί ότι μετά από μεγάλο χρονικό 
διάστημα, η αναστολή της ανάπτυξης των κρυστάλλων δεν είναι αποτέλεσμα 
της εξάντλησης της περιεχόμενης στο διάλυμα πρωτεΐνης. Η αναστολή της 
ανάπτυξης οφείλεται στη μεταβολή κάποιων ιδιοτήτων της επιφάνειας του 
κρυστάλλου [Kam et al., 1978]. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται δηλητηρίαση 
των επιφανειακών κέντρων σύνδεσης και προκαλείται είτε λόγω της 
εναπόθεσης προσμίξεων στα κέντρα αυτά, είτε λόγω της αδρανοποίησης της 
επιφάνειας των κρυστάλλων. Η ύπαρξη ξένων σωματιδίων, τα οποία 
λειτουργούν ως κέντρα σύνδεσης, επιταχύνουν τη διαδικασία της πυρήνωσης 
και γι’ αυτό το λόγο η χρησιμοποιούμενη πρωτεΐνη είναι απαραίτητο να έχει 
όσο το δυνατόν υψηλότερο βαθμό καθαρότητας. Αποτέλεσμα της ύπαρξης 
προσμίξεων είναι να αναπτύσσονται γρηγορότερα οι κρύσταλλοι, οι οποίοι 
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Για να κρυσταλλωθεί μια πρωτεΐνη είναι απαραίτητη η ύπαρξη κάποιων 
ουσιών, οι οποίες ονομάζονται παράγοντες καθίζησης. Οι παράγοντες καθίζησης 
μπορούν να χωριστούν σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: 
 
1. Άλατα (π.χ. θειϊκό αμμώνιο) 
2. Οργανικοί διαλύτες (π.χ. αιθανόλη) 
3. Πολυαιθυλενογλυκόλες 
 
Εάν τοποθετήσουμε μια καθαρή πρωτεΐνη σε διάλυμα υψηλής ιοντικής ισχύος 
τότε αυτή θα υποστεί εξαλάτωση. Αυτό σημαίνει πρακτικά ότι θα μειωθεί η 
διαλυτότητα της πρωτεΐνης επειδή τα μόρια του νερού, που υπό άλλες συνθήκες θα 
τη διαλυτοποιούσαν, σχηματίζουν δεσμούς υδρογόνου με μικρά ιόντα. Αν η 
συγκέντρωση των ιόντων γίνει αρκετά μεγάλη, τότε τα μακρομόρια εξουδετερώνουν 
τα επιφανειακά τους φορτία αλληλεπιδρώντας μεταξύ τους. Τα δισθενή ή τρισθενή 
ιόντα σχηματίζουν πιο εύκολα δεσμούς υδρογόνου με τα μόρια του νερού και 
επομένως είναι περισσότερο αποτελεσματικά [McPherson, 1999].  
Παρόμοια δράση με τα άλατα έχουν και οι οργανικοί διαλύτες. Τα μόριά τους 
ενώνονται με τα μόρια του νερού και μειώνουν τη διαλυτότητα των πρωτεϊνών. Αυτό 
έχει σαν αποτέλεσμα της καθίζηση των πρωτεϊνών ή την κρυστάλλωσή τους. 
Φυσικά, η χρήση των οργανικών διαλυτών απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή γιατί πολλές 
φορές οι διαλύτες αυτοί μπορούν να μετουσιώσουν τις πρωτεΐνες. Γι’ αυτό το λόγο οι 
επιλογές στην χρήση του παράγοντα καθίζησης μειώνονται σημαντικά [McPherson, 
1999]. 
7.9 Κρυσταλλογραφία υψηλής απόδοσης 
7.9.1 Γενικά 
Η κρυσταλλογραφία υψηλής απόδοσης για τον κατευθυνόμενο από τη δομή 
σχεδιασμό φαρμάκων είναι μια ταχεία μέθοδος αναγνώρισης νέων εν δυνάμει 
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φαρμάκων. Οι μέθοδοι υψηλής απόδοσης που έχουν αναπτυχθεί για την 
κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ είναι πολύ εξελιγμένοι, ενώ οι αντίστοιχοι για την NMR 
τεχνική βρίσκονται ακόμη σε αρχικά στάδια [Blundell et al., 2002].  
Η επίδραση της κρυσταλλογραφίας υψηλής απόδοσης στο σχεδιασμό 
φαρμάκων είναι διπλή: η επιλογή και η καταλληλότητα του πρωτεϊνικού στόχου 
μπορεί να είναι πιο ακριβής και ο διαχωρισμός μορίων, που μπορεί να αποτελούν 
πρόδρομες ενώσεις, αντικαθίσταται από τον σχεδιασμό αυτών των μορίων σε πολύ 
πιο γρήγορη κλίμακα έτσι ώστε να συμβαδίζει με τις ανάγκες της ανακάλυψης νέων 
φαρμάκων. Γι’ αυτό το λόγο η χρήση της κρυσταλλογραφίας υψηλής απόδοσης 
προκαλεί επανάσταση στη διαδικασία του σχεδιασμού νέων φαρμάκων [Blundell et 
al., 2002]. 
Τα τελευταία χρόνια έχουν γίνει πάρα πολλές βελτιώσεις τόσο στο 
μηχανολογικό κομμάτι όσο και στο λογισμικό των ηλεκτρονικών υπολογιστών με 
αποτέλεσμα η συλλογή δεδομένων να έχει γίνει ταχύτερη και αποτελεσματικότερη. Η 
επεξεργασία και η ανάλυση των δεδομένων εξακολουθούν να είναι δύο από τα 
βασικότερα στάδια του κατευθυνόμενου από τη δομή σχεδιασμού φαρμάκων που 
επιβραδύνουν την όλη διαδικασία, κυρίως γιατί το πλήθος των ενώσεων που 
μελετούνται είναι εξαιρετικά μεγάλο και η επανάληψη των μετρήσεων για την 
επικύρωση των αποτελεσμάτων είναι επιβεβλημένη. Ωστόσο η χρήση 
εξειδικευμένων προγραμμάτων ελαχιστοποιεί την ανθρώπινη παρέμβαση και άρα 
αποκλείει το ανθρώπινο λάθος [Blundell et al., 2002].  
Με τη μέθοδο της κρυσταλλογραφίας υψηλής απόδοσης μελετάται ο τρόπος 
σύνδεσης και οι βασικές αλληλεπιδράσεις των ενώσεων, οι οποίες αν και εμφανίζουν 
μικρή συγγένεια με το μακρομοριακό στόχο, συνδέονται σ’ αυτό με μεγάλη 
εξειδίκευση. Η έκφραση, ο καθαρισμός και ο χαρακτηρισμός των πρωτεϊνών σε 
ποσότητα και μορφή που απαιτείται για την κρυστάλλωση και την ανάλυση ακτίνων 
Χ είναι μια πολύπλοκη διαδικασία που απασχολεί το μεγαλύτερο ποσοστό των 
ερευνητών που ασχολούνται με τον κατευθυνόμενο από τη δομή σχεδιασμό 
φαρμάκων. Ο αρχικός στόχος είναι η λήψη μιας μικρής ποσότητας πρωτεΐνης, η 
οποία θα δώσει κάποιους καλούς κρυστάλλους. Ο αντικειμενικός στόχος είναι η 
ανακάλυψη περιοχών οι οποίες έχουν τη δυνατότητα να αναδιπλώνονται και να 
διαλυτοποιούνται. Οι περιοχές αυτές θα πρέπει να μην έχουν αλληλουχίες μικρής 
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πολυπλοκότητας,  που μπορεί να έχουν περισσότερες από μία διαμορφώσεις και να 
παρεμβάλλουν στη κρυστάλλωση, αλλά ούτε και μεγάλους βρόγχους, οι οποίοι 
καθιστούν την πρωτεΐνη μη λειτουργική και χωρίς συγκεκριμένη διαμόρφωση 
[Blundell et al., 2002]. 
Ωστόσο ακόμη και σήμερα, η ανάπτυξη κρυστάλλων καλής ποιότητας, που να 
μπορούν να δώσουν περίθλαση σε υψηλή ευκρίνεια παραμένει ένα ουσιαστικό 
πρόβλημα. Κάποια πρωτεϊνικά μόρια δίνουν άριστους κρυστάλλους μόνο μετά από 
λίγες προσπάθειες ενώ άλλα απαιτούν μερικούς μήνες και για πολλά δεν έχει γίνει 
δυνατή η κρυστάλλωσή τους. Η βελτίωση της ποιότητας των κρυστάλλων συμβάλλει 
κατά πολύ στην ακριβέστερη ανάλυση της δομής σε υψηλότερη ευκρίνεια [Acharya & 
Rees, 1997]. 
7.9.2 Βασικές αρχές    
Τα στερεά σώματα διακρίνονται σε κρυσταλλικά και άμορφα. Τα κρυσταλλικά 
στερεά εμφανίζουν κανονικότητα στον τρόπο δόμησής τους, έτσι ώστε τα συστατικά 
τους (μόρια, άτομα ή ιόντα) να βρίσκονται σε καθορισμένες θέσεις και οι μεταξύ τους 
αποστάσεις να είναι για κάθε κρυσταλλικό στερεό σταθερές. Αντίθετα τα άμορφα 
στερεά δεν εμφανίζουν καμιά κανονικότητα στη δόμησή τους. Η διάκριση αυτή 
βασίστηκε αρχικά στα εξωτερικά γνωρίσματα των κρυστάλλων και στη διαφορετική 
συμπεριφορά ορισμένων φυσικοχημικών ιδιοτήτων τους (π.χ. το σημείο τήξης) 
[Τσαγκάρης, 1999].   
Η έννοια του κρυστάλλου βασίζεται στην παρατήρηση ότι τα ανεξάρτητα 
μόρια μιας πρωτεΐνης σε ένα διάλυμα συνδέονται και παρουσιάζουν έναν ή 
ελάχιστους μόνο προσανατολισμούς. Η τρισδιάστατη δομή του κρυστάλλου που 
προκύπτει, δημιουργείται από την επανάληψη πανομοιότυπων ομάδων, ατομικά 
αλλά και χωροταξικά. Η μικρότερη στοιχειώδης ομάδα, η οποία αντιπροσωπεύει 
πλήρως την τρισδιάστατη δομή ονομάζεται στοιχειώδης κυψελίδα. Το μέγεθος και η 
δομή της περιγράφονται από τρία διανύσματα a, b και c και τα οποία έχουν ένα κοινό 
σημείο εφαρμογής. Οι άξονες οι οποίοι σχηματίζονται από τα διανύσματα αυτά 
ονομάζονται κρυσταλλογραφικοί άξονες. Η σχέση μεταξύ των μηκών a,b kai c και 
των γωνιών α,β και γ των μοναδιαίων κυψελίδων καθορίζει μοναδικά τη μορφή και το 
μέγεθος της μοναδιαίας κυψελίδας (Αναγνωστόπουλος Κων/νος κα)  
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χωροκεντρωμένη) και F (face-centered, εδροκεντρωμένη), αν υπάρχουν μόνο 
σημεία στα σημεία τομής των επιπέδων των κρυσταλλικών συστημάτων, αν 
υπάρχουν επιπλέον σημεία στο κέντρο του σημειακού πλέγματος και αν υπάρχουν 
επιπλέον σημεία στις έδρες του σημειακού πλέγματος αντίστοιχα [Παπαϊωάννου, 
2004]. 





Κυβικό a=b=c, α=β=γ=90º P,I,F NaCl 
Τετραγωνικό  a=b≠c, α=β=γ=90º P,I Zn 
Ορθορομβικό a≠b≠c, α=β=γ=90º P,I,F,C Ρομβικό S 
Μονοκλινές  a≠b≠c, α=γ=90º, 
β≠90º 
P,C Μονοκλινές S 
Τρικλινές  a≠b≠c, α≠β≠γ≠90º P K2Cr2O7 
Τριγωνικό/ρομβοεδρικό a=b=c, α≠β≠γ≠90º R CaCO3 




Πίνακας 1: Παρουσίαση των επτά κρυσταλλικών συστημάτων και των αντίστοιχων 
σημειακών πλεγμάτων (πλέγματα Bravais) [Παπαϊωάννου, 2004]. 
 
 
Ο συνδυασμός των δεκατεσσάρων πλεγμάτων Bravais με τις συμμετρίες 
σημείου (άξονες περιστροφής, επίπεδα ανάκλασης και μη-κανονικοί άξονες) και τις 
συμμετρίες μεταφοράς (επίπεδα ολίσθησης και άξονες ελικώσεως) παράγουν τις 230 
ομάδες χώρου στις οποίες περιλαμβάνονται τόσο τα πλέγματα Bravais αλλά και η 
συμμετρία των πραγματικών κρυστάλλων. 
7.9.3 Ακτίνες Χ (Röentgen) 
Η μελέτη των κρυσταλλικών δομών γίνεται, όπως έχουμε ήδη αναφέρει, με τη 
βοήθεια των ακτίνων Χ. Οι ακτίνες Χ αποτελούν ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία 
μήκους κύματος 100-0.1Å και ανακαλύφθηκαν το 1895 από τον Wilhelm Conrad 
Röentgen. Οι διάφορες μέθοδοι βασίζονται στο φαινόμενο της περίθλασης ακτίνων Χ 
στα διάφορα επίπεδα που ορίζονται από τις θέσεις των συστατικών των 
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κρυσταλλικών σωμάτων. Έχουν αναπτυχθεί κατάλληλες συσκευές και μεθοδολογίες 
(XRD: X-ray Diffraction) που έχουν τη δυνατότητα να υπολογίζουν τις σταθερές του 
πλέγματος των κρυσταλλικών σωμάτων και να τις ταυτοποιούν [Τσαγκάρης, 1999]. 
Οι ακτίνες Χ είναι ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία και αποτελεί μέρος του 
συνολικού ηλεκτρομαγνητικού φάσματος.  
 
 
         Σχήμα 14: Το ηλεκτρομαγνητικό φάσμα. 
 
Ακτίνες Χ παράγονται όταν ηλεκτρόνια που κινούνται με μεγάλες ταχύτητες 
χτυπήσουν υλικά. Τότε ένα μέρος της κινητικής τους ενέργειας μετατρέπεται σε 
ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία της περιοχής των ακτίνων Χ. Το υπόλοιπο 
μετατρέπεται σε θερμότητα. Οι ακτίνες Χ ανιχνεύονται από τα αποτελέσματά τους. 
Έχουν ισχυρή φωτοχημική δράση που μαυρίζει τις φωτογραφικές πλάκες, 
προκαλούν ισχυρό φθορισμό, ιονίζουν τα αέρια και έχουν έντονη βιολογική δράση. 
Μπορούν να προκαλέσουν εγκαύματα και οι πολύ «σκληρές» ακτινοβολίες (μικρού 
μήκους κύματος) μπορούν να προκαλέσουν μεταβολή στις κληρονομικές ιδιότητες 
προσβάλλοντας τα γονίδια των χρωμοσωμάτων του πυρήνα των κυττάρων 
[Τσαγκάρης, 1999].  
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Στις συμβατικές εργαστηριακές πηγές, οι ακτίνες Χ παράγονται από μια 
λυχνία με υψηλό κενό (περίπου 10-7mmHg), η οποία περιέχει μια κάθοδο ηλεκτρικά 
θερμαινόμενη και μια άνοδο από κατάλληλο υλικό (συνήθως χαλκός,Cu, αλλά και 
μολυβδαίνιο, Μο). Μια πηγή υψηλής τάσης (20-70kV) συνδέει την άνοδο με την 
κάθοδο ενώ το θετικό δυναμικό της πηγής συνδέεται με την άνοδο. Η άνοδος 
ψύχεται διότι η υψηλή τάση θερμαίνει γρήγορα το μεταλλικό έλασμα. Ο 
συνηθέστερος τρόπος ψύξης της ανόδου είναι με τη χρησιμοποίηση νερού ενώ 
αποτελεσματική ψύξη πραγματοποιείται και με τη χρησιμοποίηση περιστρεφόμενης 
ανόδου, όπου το μέταλλο περιστρέφεται καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράματος για να 
αποφεύγεται η άνοδος της θερμοκρασίας σ’ ένα μόνο σημείο [Τσαγκάρης, 1999]. 
Το ισχυρό ηλεκτρικό πεδίο μεταξύ της ανόδου και της καθόδου επιταχύνει τα 
ηλεκτρόνια, τα οποία αποκτούν ενέργειες της τάξης των 105 eV (1eV= 1.6x10-19 
Joule) ικανές να παράγουν ακτίνες Χ στην άνοδο [Τσαγκάρης, 1999]. 
Οι πηγές συγχροτρονικής ακτινοβολίας αποτελούν μεγάλες εγκαταστάσεις με 
δακτυλίους επιτάχυνσης σωματιδίων από 10 έως μερικές εκατοντάδες μέτρα. Τα 
ηλεκτρόνια (ποζιτρόνια) διατηρούνται σε μία κυκλική τροχιά με τη βοήθεια ισχυρών 
μαγνητών. Υπάρχουν τέσσερις τύποι μαγνητικών πεδίων στους δακτυλίους 
αποθήκευσης σωματιδίων: οι μαγνήτες κλίσης, που αναγκάζουν τα σωματίδια να 
κινούνται σε κυκλική τροχιά και άλλες τρεις συσκευές, που επεκτείνουν και ενισχύουν 
το φάσμα σε μικρότερα μήκη κύματος χωρίς να προκαλούν καθαρή μετατόπιση από 
την κυκλική τροχιά π.χ. σύστημα μετατόπισης μήκους κύματος. 
Το κύριο πλεονέκτημα της συγχροτρονικής ακτινοβολίας είναι η έντασή της 
που είναι περίπου δύο τάξεις μεγέθους μεγαλύτερη από τις συμβατικές πηγές. Η 
ισχυρή ακτινοβολία χρησιμοποιείται για κρυσταλλικά δείγματα που περιθλούν 
ασθενώς, όπως μικροί κρύσταλλοι ή κρύσταλλοι με μεγάλη μοναδιαία κυψελίδα. 
Επίσης, λόγω της χαμηλής απόκλισης (divergence) της ακτίνας  οι κηλίδες είναι πιο 
διακριτές (sharp). 
Μία άλλη διαφορά της συγχροτρονικής ακτινοβολίας από τις συμβατικές 
πηγές είναι η ρύθμιση του μήκους κύματος (tenability). Οποιοδήποτε μήκος κύματος 
από την περιοχή του υπέρυθρου μέχρι αυτή των ακτίνων Χ μπορεί να επιλεγεί. Αυτή 
η ιδιότητα χρησιμοποιείται σε πειράματα ανώμαλης σκέδασης από ακτίνες 
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πολλαπλών μηκών κύματος. Συνήθως επιλέγονται ακτίνες Χ μήκους κύματος 1Å ή 
ακόμα και μικρότερου μήκους κύματος με αποτέλεσμα τον περιορισμό της 
απορρόφησης κατά την πορεία της ακτίνας αλλά και εντός του κρυστάλλου, 
περιορίζοντας και την καταστροφή του κρυσταλλικού πλέγματος του κρυστάλλου 
[Rhodes, 1993]. 
 
Ο χρόνος ζωής των σωματιδίων στο δακτύλιο αποθήκευσης είναι 
περιορισμένος και εξαρτάται από πολλούς παράγοντες (τη χρήση, το είδος των 
σωματιδίων κ.α.).Όταν η ένταση της ακτινοβολίας φτάσει σε κάποιο ελάχιστο όριο 
γίνεται καινούργια ελευθέρωση σωματιδίων. 
Η πρόσβαση στις συγχροτρονικές ακτίνες Χ είναι πολύ σημαντική. Το μήκος 
κύματος των ακτίνων Χ είναι συγκρίσιμο με τις διατομικές αποστάσεις. Έτσι είναι 
δυνατή η περίθλαση ακτίνων Χ από δείγματα κρυστάλλων και οι δομές τους 
μπορούν να αναλυθούν σε ατομική κλίμακα. Αυτό φυσικά έχει σαν αποτέλεσμα η 
συμβολή της συγχροτρονικής ακτινοβολίας στην πρωτεϊνική κρυσταλλογραφία να 
είναι κεφαλαιώδης. Η συλλογή κρυσταλλογραφικών δεδομένων με περιστρεφόμενη 
ανοδική πηγή παλαιότερα, απαιτούσε την έκθεση του κρυστάλλου στην ακτινοβολία 
για αρκετές ώρες ενώ σήμερα αρκούν λίγα μόλις λεπτά. Η δυνατότητα επιλογής του 
μήκους κύματος της ακτινοβολίας, συμβάλλει πολύ σημαντικά στην επίλυση του 
προβλήματος φάσης. Τα μικρά μήκη κύματος μειώνουν τόσο την απορρόφηση του 
κρυστάλλου, όσο και του αέρα, με αποτέλεσμα τη βελτιωμένη σχέση σήματος-
θορύβου. Η χρήση μικρών γωνιών επιτρέπει την καταγραφή περισσότερων 
δεδομένων στο ίδιο φιλμ. Η νεκρή περιοχή του πλέγματος, που είναι απρόσιτη κατά 
την περιστροφή του κρυστάλλου γύρω από ένα μοναδικό άξονα, είναι αναλογικά 
μικρότερη απ’ ότι σε μεγαλύτερο μήκος κύματος [Ζωγράφος, 2000]. 
 
Ανιχνευτές ακτίνων Χ [Dreath, 2002] 
Ο προσδιορισμός της δομής μίας πρωτεΐνης (ή ενός μακρομορίου) με 
περίθλαση ακτίνων Χ απαιτεί την καταγραφή όλων (ή ένα μεγάλο ποσοστό) των 
σκεδαζόμενων ακτινών. Για να επιτευχθεί αυτό πρέπει όλα τα κρυσταλλικά σημεία 
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του ανάστροφου πλέγματος να βρεθούν σε κατάσταση περίθλασης, δηλαδή εντός 
σφαίρας ακτίνας 1/λ (σφαίρα του Ewald, βλέπε παρακάτω), με περιστροφή του 
κρυστάλλου. Έτσι, ένα κρυσταλλογραφικό πείραμα απαιτεί τις ακόλουθες συσκευές: 
1. Το μηχανισμό περιστροφής του κρυστάλλου 
2. Μία συσκευή μέτρησης της θέσης και της έντασης της κάθε περιθλώμενης 
ακτινοβολίας. 
                       
Εικόνα 5: Συσκευές κρυσταλλογραφίας ακτινών Χ του εργαστηριού  Maxlab του 
Lund University.Αριστερά: γωνιόμετρο τοποθετημένο στη ειδική θέση.   
 
Τις τελευταίες δεκαετίες η συλλογή των δεδομένων έχει βελτιωθεί σημαντικά. 
Αρχικά η καταγραφή γινόταν σε φωτογραφικό φιλμ, ενώ σήμερα γίνεται με 
συστήματα που μπορούν αυτόματα να μετατρέπουν το σήμα σε ψηφιακή μορφή, 
αμέσως μετά την έκθεση του κρυστάλλου. 
 
Οι ανιχνευτές τύπου image plates είναι κατασκευασμένοι από ένα στρώμα 
φθορίζοντος υλικού. Τα φωτόνια των περιθλώμενων ακτίνων Χ προκαλούν 
μετάπτωση των ηλεκτρονίων του υλικού σε υψηλότερες ενεργειακές στοιβάδες. 
Μέρος της ενέργειας αυτής χάνεται ως φθορισμός, ενώ μία ποσότητα ενέργειας 
παγιδεύεται για να ελευθερωθεί μετά από έκθεση σε laser. Συνήθως κόκκινο laser 
ανιχνεύει την επιφάνεια και ελευθερώνεται μπλε laser, το οποίο και μετράται με 
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φωτοπολλαπλασιαστή. Η ένταση αυτή είναι ανάλογη των φωτονίων που αρχικά 
πρόσβαλλαν το υλικό. Η καταγραφή αυτή διαρκεί μερικά λεπτά ενώ η ευαισθησία 
είναι περίπου 10 φορές μεγαλύτερη από αυτή των φωτογραφικών φιλμ. 
Οι ανιχνευτές πεδιάς (area detectors) (παρόλο που το φωτογραφικό φιλμ και 
οι τύπου image plate ανιχνευτές ανιχνεύουν περιοχή, ο όρος χρησιμοποιείται για 
ηλεκτρονικές συσκευές) αποτελούν ηλεκτρονικές συσκευές που ανιχνεύουν φωτόνια 
σε μία επιφάνεια και η επεξεργασία του σήματος γίνεται αμέσως μετά την ανίχνευση 
φωτονίων. Η βασική διαφορά είναι ότι οι ανιχνευτές πεδιάς μπορούν να 
καταγράφουν ταλάντωση 0.1ο δίνοντας την τρισδιάστατη εικόνα της κηλίδας, αντίθετα 
από το φιλμ και τους image plate ανιχνευτές που καταγράφουν πολύ μεγαλύτερη 
ταλάντωση. Οι ανιχνευτές αυτοί στηρίζονται στην τεχνολογία του θαλάμου ιονισμού 
αερίων, πολλαπλασιαστή εικόνας (image intensifier) συνδεμένο με σύστημα video ή 
CCD (charge coupled device). 
 
Σχήμα 16 : παράδειγμα περιθλασιγράμματος. Το συγκεκριμένο περιθλασίγραμμα 
προέκυψε από περίθλαση ακτινών Χ κρυστάλλου του ενζύμου φωσφορυλάση 
γλυκογόνου b εμποτισμένου με έναν αναστολέα του ενζύμου. 
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Περίθλαση είναι το φαινόμενο κατά το οποίο το φως (αλλά και οποιοδήποτε 
κύμα) αποκλίνει από την ευθύγραμμη πορεία του όταν συναντήσει εμπόδιο ή οπή 
της τάξης του μήκους κύματος των διαδεδομένων κυμάτων. Στην περίπτωση των 
ακτινών Χ, όπου ο W. Röntgen ανακάλυψε ότι είναι ακτινοβολία μήκους κύματος της 
τάξης του 1Â, δεν είναι δυνατό να δημιουργήσουμε φράγμα με τόσο μικρό εύρος για 
να μελετήσουμε την περίθλαση τους. Το 1913 ο Max von Laue διατύπωσε την ιδέα 
της χρησιμοποίησης του κρυστάλλου ως φράγμα για τη μελέτη της περίθλασης των 
ακτινών Χ. Τα αποτελέσματα ήταν εντυπωσιακά, ο Laue όχι μόνο απόδειξε την 
ορθότητα της ιδέας του αλλά προκάλεσε και την αρχή του προσδιορισμού της 
κρυσταλλικής δομής με την χρήση των ακτινών Χ, λόγος για τον οποίο και 
βραβεύτηκε με το Nobel φυσικής το 1914 . 
 
• Σκέδαση ακτινών Χ από σύστημα δυο ηλεκτρονίων [Rossman & Arnold, 2001] 
 
Η σκέδαση αποτελεί το φαινόμενο αλληλεπίδρασης των ακτινών Χ, ως 
ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, με τα ηλεκτρόνια. Όταν ένα ηλεκτρομαγνητικό κύμα 
επιδρά σε ένα σύστημα ηλεκτρόνιων, η ηλεκτρική και μαγνητική συνιστώσα του 
κύματος ασκούν δύναμη στα ηλεκτρόνια. Αυτό έχει σαν αποτέλεσμα την δόνηση των 
ηλεκτρονίων και την εκπομπή ακτινοβολίας του ίδιου μήκους κύματος με το αρχικό. 
Σύμφωνα με την ηλεκτρομαγνητική θεωρία που αναπτύχθηκε από τον J.J. Tomson η 
ένταση της σκεδαζόμενης ακτινοβολίας υπό γωνία 2θ ως προς την προσπίπτουσα 
ακτινοβολία ορίζεται ίση με: 
I2θ = I0 · (n·e4/2r2·m2·c4) · (1+ cos2 2θ)       (1.1)                          
Ι0=ένταση προσπίπτουσας ακτινοβολίας, n=αριθμός σκεδαζόμενων ηλεκτρονίων, 
r=απόσταση παρατηρητή από το ηλεκτρόνιο, e=φορτίο ηλεκτρονίου, m=μάζα 
ηλεκτρόνιου e=ταχύτητα φωτός,  
όπου      η   ένταση   είναι   αντιστρόφως   ανάλογη   του   τετραγώνου   της   μάζας   
του σωματιδίου, με συνέπεια το πρωτόνιο (με μάζα 2000 φορές μεγαλύτερη από 
αυτή του ηλεκτρονίου) να σκεδάζει ασήμαντα και να μη θεωρείται σκεδαστής 
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Στο μοντέλο του Bragg για την περίθλαση των ακτινών Χ (ως ανάκλαση) στα 
κρυσταλλογραφικά επίπεδα, οποιοδήποτε σύνολο παράλληλων κρυσταλλογραφιών 
επίπεδων μπορεί να αποτελέσει πηγή μιας περιθλώμενης ακτινοβολίας (δηλαδή 
ολόκληρο το σύνολο των παραλλήλων επιπέδων δρουν σαν μοναδικός σκεδαστής 
της προσπίπτουσας ακτινοβολίας προσδίδοντας μια ενισχυμένη ανακλώμενη 
ακτινοβολία). 
 
Ο νομός του Bragg ορίζει ότι παράλληλα κρυσταλλογραφικά επίπεδα με 
δείκτες h, k, l και διεπιφανειακή απόσταση dhkl παράγουν ανάκλαση, όταν ακτίνα Χ 
μήκους κύματος λ προσπίπτει στα επίπεδα υπό γωνία θ και ανακλάται υπό την ίδια 
γωνία, όταν η γωνία θ υπακούει στην συνθήκη: 
2dhklsinθ=nλ        (1.4)       (Νόμος του Bragg) 
n= ακέριος αριθμός που καλείται και τάξη ανάκλασης 
 
Στην πραγματικότητα ο νόμος του Bragg αναφέρεται την ενισχυτική και 
καταστρεπτική συμβολή των κυμάτων όταν πληρούν ή όχι την πιο πάνω συνθήκη, 
δηλ. όταν η διαφορά διαδρομής των κυμάτων είναι ακέραιο πολλαπλάσια του μήκος 
κύματος ή όταν η διάφορα φάσης τους είναι ακέραιο πολλαπλάσιο του 2π θα έχουμε 
ενισχυτική συμβολή. 
 
Η διεπιφανειακή απόσταση dhkl των επιπέδων χαρακτηρίζεται ως μέτρο της 
ευκρίνειας (διακριτικής ικανότητας) σε ένα πείραμα περίθλασης ακτινών Χ. Όσο 
μικρότερη είναι η τιμή της διεπιφανειακής απόστασης τόσο μεγαλύτερη θεωρείται η 
ευκρίνεια και λεπτομερέστερος ο προσδιορισμός της κρυσταλλικής δομής. 
 
• Ανάστροφο κρυσταλλικό πλέγμα και η σφαίρα του Ewald 
 
Το περιθλασίγραμμα χαρακτηρίζεται από κηλίδες που έχουν συγκεκριμένη 
γεωμετρία, συμμετρία και ένταση. Η κάθε κηλίδα χαρακτηρίζεται από τρεις 
συντεταγμένες που δεν είναι τίποτα άλλο από τους δείκτες Miller που 
χρησιμοποιήσαμε για να χαρακτηρίσουμε τα παράλληλα κρυσταλλογραφικά 
επίπεδα. Σύμφωνα με τους κρυσταλλογράφους, οι κηλίδες έχουν συντεταγμένες που 
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Σχήμα 20: Η σφαίρα του Ewald 
 
Όπως προκύπτει από τα παραπάνω, για την παρατήρηση μιας περίθλασης το 
σημείο hkl του ανάστροφου πλέγματος πρέπει να ανήκει στη σφαίρα ανάκλασης. 
Αυτό επιτυγχάνεται με περιστροφή του κρυστάλλου. 
 
• Σκέδαση από ένα άτομο - Ατομικός παράγοντας σκέδασης (f) 
 
Το ηλεκτρονιακό νέφος ενός ατόμου σκεδάζει τις ακτίνες Χ, και η σκέδαση 
εξαρτάται από τον αριθμό των ηλεκτρόνιων και τις θέσεις τους στο νέφος. 
Επεκτείνοντας την θεώρηση για την σκέδαση δυο ηλεκτρονίων ορίζουμε τον ατομικό 
παράγοντα σκέδασης: 
f=∫ p(r) exp[2πir · S]dr          (1.5), 
όπου p(r) η ηλεκτρονιακή πυκνότητα με διάνυσμα θέσης r από τον πυρήνα. Ο 
ατομικός παράγοντας εξαρτάται επίσης από τον αριθμό ηλεκτρονίων κάθε ατόμου 
και εκφράζει την δύναμη σκέδασης κάθε ατόμου. Επίσης, λόγω της σφαιρικής 
συμμετρίας του ατόμου, είναι ανεξάρτητος της διεύθυνσης του διανύσματος S αλλά 
εξαρτάται από το μέτρο αυτού (εξίσωση 1.3). Όταν η γωνία σκέδασης είναι μηδέν 
(θ=0), τότε ο ατομικός παράγοντας σκέδασης ισούται με τον ατομικό αριθμό Ζ. 
Καθώς η γωνία αυξάνεται θα αυξάνονται και οι διαφορές των σκεδαζόμενων 
κυμάτων, όποτε ο ατομικός παράγοντας σκέδασης θα μειώνεται. 
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transformation) της ηλεκτρονιακής πυκνότητας, και αντίστροφα, η ηλεκτρονιακή 
πυκνότητα αποτελεί τον μετασχηματισμό Fourier (reverse Fourier transformation) 
του περιθλασιγράμματος. 
 
Η ένταση της περιθλώμενης ακτινοβολίας (hkl) είναι ανάλογη του τετράγωνου 
του πλάτους του δομικού παράγοντα F(hkl) και ο δομικός παράγοντας είναι 
συνάρτηση τον ατομικών δομικών παραγόντων (εξίσωση 1 .6). Επειδή η περίθλαση 
οφείλεται στο ηλεκτρονιακό νέφος κάθε ατόμου, είναι δυνατό να εκφραστεί και ως 
συνάρτηση της ηλεκτρονιακής πυκνότητας αντί των διακριτών ηλεκτρόνιων του κάθε 
ατόμου, όποτε  
F(S) = ∫ ρ(r) exp [2πir · S]dv     (1.7), 
                                              cell   
 
όπου dv=Vdxdψdz, και  
r·S= (a·x + b·ψ + c·z) · S = a·S·x + b·S·ψ + c·S·z = h·x + k·ψ + l·z. Συνεπώς, ο F(S) 
μπορεί να γραφεί και ως: 
                    1     1      1 
F(h k l) = V   ∫    ∫    ∫ ρ(xψz)exp[2πi(h·x + k·ψ + l·z)]dxdψdz     (1.8) 
                  χ=0  ψ=0  z=0  
 
Φυσικά αυτό που χρειαζόμαστε στην κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ δεν είναι το 
περιθλασίγραμμα αλλά η ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Οπότε χρησιμοποιώντας τον 
μετασχηματισμό Fourier,  (F=│F│exp[iα]) 
 
ρ(x ψ z) = 1/V ·∑  ∑  ∑│F(hkl)│exp[-2πi ( hx + kψ + lz)+ iα(hkl) ]    (1.9) 
                          h     k     l                 
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Παρόλο που το μέτρο του δομικού παράγοντα μπορεί να προκύψει από τις 
εντάσεις I(hkl)=│F(hkl)│2 , οι φάσεις α(hkl) δεν μπορούν να προκύψουν κατευθείαν 
από το περιθλασίγραμμα (γνωστό ως «πρόβλημα των φάσεων» που 
αντιμετωπίζεται με μια σειρά μεθόδων, άμεσων ή έμμεσων [Taylor, 2003]). Σε 
περίπτωση που τμήμα ενός μορίου μιας άλλης δομής υπάρχει στην υπό μελέτη 
δομή, μπορεί να χρησιμοποιηθεί το μοντέλο αυτό έτσι ώστε να ληφθούν οι απούσες 
φάσεις. Το μοντέλο στρέφεται και μεταφέρεται στον χώρο έτσι ώστε τα μέτρα των 
δομικών παραγόντων │Fc(hkl)│, να πλησιάζουν αυτά των πειραματικών │F0(hkl)│. H 
μέθοδος αυτή καλείται μοριακή αντικατάσταση. Μέτρο σύγκρισης της ταύτισης του 
μοντέλου με τα πειραματικά αποτελέσματα αποτελεί ο κρυσταλλογραφικός δείκτης 
αξιοπιστίας που ορίζεται ως: 
 
R= ∑ (│F0(hkl)│- │Fc(hkl)│) / ∑ (│F0(hkl)│)      (1.10), 
                                          hkl                                                         hkl 
 
όπου ειδικά για την κρυσταλλογραφία μακρομορίων ένα μοντέλο με δείκτη 
αξιοπιστίας R=0.2-0.3 είναι αξιόπιστο. Επίσης, ένας άλλος δείκτης της ποιότητας του 
μοντέλου (πιο αξιόπιστος σε σύγκριση με τον πιο πάνω) αποτελεί o Rfree που 
αντιστοιχεί στον κρυσταλλογραφικό δείκτη αξιοπιστίας R για ένα 5% ανακλάσεων 
που δεν έχουν συμπεριληφθεί στη βελτιστοποίηση. 
7.9.6 Βελτιστοποίηση μοριακού μοντέλου [Dreath, 2002] 
 
Βελτιστοποίηση μοριακού μοντέλου είναι η διαδικασία προσαρμογής του 
μοντέλου (δηλ. των συντεταγμένων x,ψ,z για κάθε άτομο της ασύμμετρης μονάδας) 
έτσι ώστε οι πειραματικοί και οι υπολογιζόμενοι (χρησιμοποιώντας το μοντέλο) 
δομικοί παράγοντες να βρίσκονται σε όσο καλύτερη συμφωνία γίνεται. Όπως έχει 
ήδη αναφερθεί ο κρυσταλλογραφικός δείκτης αξιοπιστίας, R, και o Rfree αποτελούν 
κριτήρια της συμφωνίας αυτής. Η προσαρμογή του μοντέλου περιλαμβάνει την 
αλλαγή στις θέσεις των ατόμων και των παραγόντων θερμοκρασίας για όλα τα άτομα 
της δομής εκτός από τα υδρογόνα. Επειδή τα υδρογόνα έχουν μόνο ένα ηλεκτρόνιο, 
η επίδραση τους στην σκέδαση είναι πολύ μικρή γι' αυτό και συνήθως δεν 
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λαμβάνονται υπόψη κατά τον προσδιορισμό της δομής. 
 
Εδώ να αναφερθεί ότι θερμικός παράγοντας (Β, temperature factor ή 
παράγοντας Debye-Waller) αποτελεί μέτρο της δόνησης των ατόμων και επηρεάζει 
το μέγεθος του νέφους ηλεκτρονιακής πυκνότητας γύρω από κάθε πυρήνα ατόμου 
λόγω της επίδρασης του στον ατομικό παράγοντα σκέδασης. Ορίζεται ως: 
 
Β = 8π2 ‹u2›    (1.11), 
 
όπου ‹u2› αντιστοιχεί στο τετράγωνο της μέσης τιμής του εύρους δόνησης, όταν 
υποθέσουμε ότι έχουμε ισότροπη και αρμονική δόνηση ατόμων (π.χ. για B=30Ǻ2, 
‹u2› = √30/8π2 = 0.62Ǻ, δίνει μια αίσθηση της δόνησης των ατόμων). Στην 
περίπτωση προσδιορισμού δομής πρωτεϊνών είναι σύνηθες να δουλεύουμε με 
ισότροπους θερμικούς παράγοντες για το κάθε άτομο λόγω της μικρής ευκρίνειας 
των αποτελεσμάτων. Υπάρχουν τέσσερις παράμετροι που πρέπει να 
προσδιορισθούν για κάθε άτομο: x,ψ,z και Β. Μια πρωτεΐνη με 2000 άτομα στην 
ασύμμετρη μονάδα έχει 8000 παραμέτρους άγνωστους που πρέπει να 
προσδιοριστούν. Σ' αυτή την περίπτωση για την απόδοση μια αξιόπιστης δομής 
πρέπει τα δεδομένα (εντάσεις ανακλάσεων) να είναι περίπου ίσα με τον αριθμό των 
παραμέτρων. Επίσης μια μέση τιμή Β για μια πρωτεΐνη που κυμαίνεται από μερικά 
Ǻ2 μέχρι 30Ǻ2 αποτελεί μια καλά οργανωμένη δομή. 
 
Η μέθοδος των ελαχίστων τετραγώνων [Dreath, 2002] 
Η μέθοδος βελτιστοποίησης του μοντέλου με ελάχιστα τετράγωνα αποτελεί 
μια βελτιστοποίηση στον ανάστροφο χώρο (reciprocal-space refinement), αφού οι 
υπολογισμοί γίνονται μεταξύ πειραματικών και θεωρητικών πλατών δομικών 
παραγόντων (δηλ. στοιχεία του ανάστροφου χώρου) και όχι με την εξέταση του 
χάρτη πυκνότητας και του μοντέλου (πραγματικός χώρος). 
 
Σε μια απλή μέθοδο ελαχίστων τετραγώνων σε δυο διαστάσεις, στόχος είναι 
να βρεθεί μια συνάρτηση ψ=f(x) που να διαγράφει μια σειρά πειραματικών 
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δεδομένων (x1,ψ1), (x2,ψ2), (x3,ψ3),.... (xi,,ψi). Η λύση στο πρόβλημα είναι μια 
συνάρτηση ψ=f(x) για την οποία το άθροισμα των τετράγωνων των αποστάσεων των 
δεδομένων και της συνάρτησης της ίδιας να είναι η ελάχιστη δυνατή. Με αλλά λόγια 
η ψ=f(x) είναι η συνάρτηση που ελαχιστοποιεί το D, που αποτελεί το άθροισμα των 
διαφορών των πειραματικών και θεωρητικών τιμών. 
 
Στην περίπτωση της κρυσταλλογραφικής βελτιστοποίησης προσπαθούμε να 
ελαχιστοποιήσουμε την συνάρτηση Φ που ισούται με, 
 
Φ = ∑ whkl (│Fo│-│Fc│)2, 
                                                                             hkl 
η οποία αποτελεί άθροισμα των τετραγώνων των διαφορών των πειραματικών και 
θεωρητικών πλατών δομικών παραγόντων (όπου w ένας παράγοντας που 
εμπεριέχει την αξιοπιστία της κάθε μέτρησης έτσι ώστε να λαμβάνονται υπόψη σε 




Μετά την βελτιστοποίηση του δομικού μοντέλου, είναι απαραίτητος ο έλεγχος 
αυτού έτσι ώστε να αποφευχθούν λάθη στην ερμηνεία της ηλεκτρονιακής 
πυκνότητας. Η εκτίμηση μπορεί να γίνει με προσεκτικό έλεγχο του μοντέλου και της 
ηλεκτρονιακής πυκνότητάς του αλλά και την εξαγωγή διαφόρων στατιστικών 
παραμέτρων και διαγραμμάτων που βοηθούν στην αξιολόγηση του μοντέλου. Εκτός 
από την ορθότητα της ερμηνείας της ηλεκτρονιακής πυκνότητας πρέπει τα 
γεωμετρικά χαρακτηριστικά του μοντέλου (γωνίες, μήκη δεσμών) να μην αποκλίνουν 
από αυτές των μικρών μορίων αλλά και αυτές των βάσεων δεδομένων, όπως επίσης 
και τα στερεοχημικά χαρακτηριστικά του να είναι ελεγμένα (πεπτιδικοί δεσμοί, 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




































 Rfree και 
ται λαμβάν
 





























































ο, τότε ο R
-N) και ψ
οιπα εκτό































































 και το 
ία και 
ι με το 
ιμής. Η 
χή της 
ι οι δυο 
orking set 
ι β) το 
ράμμα) 
άλληλη 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Η στερεοχημεία της κύριας αλυσίδας πρωτεϊνικού μορίου μπορεί να 
διερευνηθεί με το διάγραμμα Ramachandran, στο οποίο οι δίεδρες γωνίες φ και ψ για 
κάθε κατάλοιπο καταχωρούνται σε διάγραμμα όπως αυτό που φαίνεται στο Σχήμα β. 
Ο G.N. Ramachandran παρατήρησε ότι τα αμινοξέα στην πολυπεπτιδική 
αλυσίδα δεν μπορούν να έχουν οποιοδήποτε ζεύγος φ και ψ. Μερικοί συνδυασμοί 
δεν είναι δυνατοί λόγω στερεοχημικής παρεμπόδισης. 
Στην περίπτωση που εξαχθεί το διάγραμμα για κάποιο μοντέλο πρέπει όλα τα 
κατάλοιπα να βρίσκονται σε περιοχές που είναι επιτρεπτές, διαφορετικά το μοντέλο 






Αντικείμενο της παρούσας εργασίας υπήρξε η κρυσταλλογραφική μελέτη της 
σύνδεσης ενός μορίου (προσδέματος) που ταιριάζει ακριβώς στον επιλεγμένο στόχο 
(υποδοχέα) και αναστέλλει τη δραστηριότητά του.  Αποτελεί στην ουσία το πρώτο 
στάδιο στη μέθοδο του κατευθυνόμενου από τη δομή σχεδιασμό αναστολέων με 
στόχο το καταλυτικό κέντρο της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου. 
Συγκεκριμένα εργαστήκαμε στην κρυσταλλογραφική μελέτη της ένωσης GlcU, 
ένα ανάλογο γλυκόζης (η σύνθεση του οποίου πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο 
του Αν. καθ. Δημητρίου Κομιώτη) ως προς τη διαλεύκανση της σχέσης δομής-
δράσης του αναστολέα.  Αναλυτικότερα, διεξήχθη καθορισμός της τοπογραφίας του 
καταλυτικού κέντρου του ενζύμου, ταυτοποίηση των αλληλεπιδράσεων 
ενζύμου/μικρού μορίου, όπως δεσμών υδρογόνου, ηλεκτροστατικών 
αλληλεπιδράσεων, δυνάμεων van der Waals, τον εντοπισμό μεταβολών είτε στη 
σύνδεση εσωτερικών μορίων ύδατος, είτε στην ίδια την πρωτεΐνη - παραγόντων δηλ. 
που καθορίζουν τη μοριακή αναγνώριση μικρών μορίων από το ενζυμο Gpb.. 
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Σχήμα 23.Συντακτικός Τύπος της ένωσης GlcU 
6.2 Δομικές μελέτες 
 
Η ένωση GlcU είναι ένας ισχυρός αναστολέας του ενζύμου με Ki=12.4 μΜ 
(Kantsadi et al, 2012). Με σκοπό να μελετηθεί η σύνδεση της GlcU στην GPb 
προσδιορίσαμε την κρυσταλλική δομή του συμπλόκου GPb-GlcU σε ευκρίνεια 1.9 Å.  
Κρύσταλλος φωσφορυλάσης γλυκογόνου b, που είχε αναπτυχθεί με τη 
μέθοδο batch (εμβαπτίστηκε σε διάλυμα που περιείχε 2 mM GlcU για 5 ώρες. Η 
συλλογή κρυσταλλογραφικών δεδομένων πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο 
Δομικής Βιολογίας και Χημείας του Εθνικού Ιδρύματος Αθηνών σε πηγή παραγωγής 
ακτίνων-Χ, Oxford Diffraction με ακτινοβολία ακτινών-Χ χαλκού (CuKα λ=1.54 Å) και 
τύπος της γεννήτριας σφραγισμένου σωλήνα παραγωγής. μικροεστιασμένης 
ακτινοβολίας (microfocus sealed tube). Τα κρυσταλλογραφικά δεδομένα 
συνελέγησαν σε ανιχνευτή συζευγμένου φορτίου (CCD) διαμέτρου 135 mm με τη 
χρήση κρυογονικού συστήματος διπλού ομοκεντρικού ρεύματος αζώτου σε ευκρίνεια 
2.5 Ǻ, από 160 περιθλασιγράμματα με εύρος ταλάντωσης 0.8° ανά πλαίσιο. Η 
ολοκλήρωση των περιθλαστικών δεδομένων και η συγχώνευση μεταξύ των 
πλαισίων των δεδομένων έγινε με τα προγράμματα DENZO και SCALEPACK. Οι 
διαστάσεις της στοιχειώδους κυψελίδας του κρυστάλλου ήταν a=b=128.9 Å, c=116.8 
Å, α=β=γ=90°. Τα στατιστικά στοιχεία που αφορούν τη συλλογή των δεδομένων 
περιγράφονται στον Πίνακα 2. 
Η τρισδιάστατη δομή του συμπλόκου προσδιορίστηκε χρησιμοποιώντας ως 
αρχικό μοντέλο τη δομή της Τ διαμόρφωσης της φωσφορυλάσης του γλυκογόνου b 
όπως παρουσιάζεται στο σύμπλοκο του ενζύμου με την α-D-γλυκόζη με τη βοήθεια 
του προγράμματος REFMAC (Murshudov et al., 2011). Οι χάρτες ηλεκτρονιακής 
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Rcryst (εξωτερική στοιβάδα) 0.16 (0.22) 
Rfree (εξωτερική στοιβάδα) 0.22 (0.32) 
Αριθμός μορίων ύδατος 205 
Μέση απόκλιση (rmsd) του μήκους δεσμών (Å) 0.019 
Μέση απόκλιση (rmsd) της γωνίας των δεσμών (°) 1.787 
Μέση τιμή του συντελεστή θερμοκρασίας Β (Å2 )   
Πρωτεϊνικά άτομα 26.2 
Μόρια ύδατος 25.4 
Άτομα προσδέτη 16.5 
PDB ID 3T3D 
Πίνακας 2. Κρυσταλλογραφικά δεδομένα 
Ο δείκτης αξιοπιστίας R ορίζεται ως R= ∑│|Fo|-|Fc|│/ ∑Fo, όπου Fo| και |Fc| είναι τα 
παρατηρούμενα και τα υπολογιζόμενα εύρη των δομικών παραγόντων, αντίστοιχα. 
Ποσοστό 5% επί του συνόλου των περιθλάσεων που χρησιμοποιείται κατά τη 
βελτιστοποίηση. Χρησιμεύει για την πιστοποίηση της ορθής εξέλιξης της 
βελτιστοποίησης. Η δομή του συμπλόκου GPb – GlcU χρησιμοποιήθηκε για τον 
υπολογισμό των εν δυνάμει δεσμών υδρογόνου και δυνάμεων van der Waals που 
μπορεί να σχηματίζει ο αναστολέας με το καταλυτικό κέντρο του ενζύμου. 
Χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα CONTACT (CCP4, 1994) με όριο απόστασης 
3.35Ǻ για τους δεσμούς υδρογόνου και 4.0Ǻ για τις αλληλεπιδράσεις van der Waals. 
Ο χάρτης διαφοράς 2Fo-Fc ηλεκτρονιακής πυκνότητα, oι μοριακές απεικονίσεις των 
αλληλεπιδράσεων της ένωσης στο καταλυτικό κέντρο του ενζύμου σχεδιάστηκαν με 
τη βοήθεια του προγράμματος Pymol [DeLano, 2002]. 
6.3 Βελτιστοποίηση 
 
Η βελτιστοποίηση του πρωτεϊνικού μοντέλου πραγματοποιήθηκε με το 
πρόγραμμα REFMAC. Ως αρχικό μοντέλο χρησιμοποιήθηκε η δομή της 
διαμόρφωσης Τ της GPb που έχει προσδιοριστεί σε ευκρίνεια1.9 Å (Leonidas et al., 
unpublished results). Από  την εξέταση των χαρτών ηλεκτρονιακής πυκνότητας 
(2Fo-Fc και Fo-Fc), με το πρόγραμμα μοριακών γραφικών COOT, διαπιστώθηκε η 
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Εικόνα 7. Στερεοδιάγραμμα των αλληλεπιδράσεων της GlcU στο καταλυτικό 
κέντρο της GPb 
 




Πρωτεϊνικό άτομο  
O2 Gly135 N, CA, C; Leu136 CA, CB 
C2 Leu136 N, CB; Asp283 OD1; Asn284 ND2 
N3 Leu136 CB; Asp283 OD1, OD2, CG; Asn284 N, ND2 
C4 Asn284 N, OD1, ND2, CG 
O4 Asn 284 CA 
C5 Asn284 ND2, OD1, CG; His377 CB 
C6 Asn284 OD1, ND2; His 377 CB, C, O 
N1 Leu136 CB; Asn284 ND2 
C1' Leu136 N 
O5' Gly135 C; Leu136 CA, CB, N; His377 CB 
C5' Gly135 C; Leu136 N 
C6' Gly135 O, C; Leu136 CA, N; His377 ND1, CE1; Asn484 
OD1 
O6' His377 CE1, CG; Val455 CB, CG1; Asn484 CG  
C4' Asn484 OD1; Gly675 N 
O4' Asn484 OD1; Ser674 N, CA, CB, C; Gly675 C, O, CA, N 
C3' Glu672 OE1; Gly675 N 
O3' Glu672 CG, CD,  C; Ala673 N, C, CA, CB; Gly675 CA, N; 
Ser 674 C, CA 
C2' His377 O; Glu672 OE1 
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Οι αλληλεπιδράσεις που σχηματίζονται από το τμήμα γλυκοπυρανόζης του 
αναστολέα στο ενεργό κέντρο είναι οι ίδιες με αυτές που σχηματίζονται από τη 
γλυκόζη με τη GPb (Martin, et al., 1990). Το τμήμα της ουρακίλης που συμμετέχει σε 
ένα δίκτυο των αλληλεπιδράσεων με τα κατάλοιπα πρωτεΐνης ανάλογο με αυτό που 
παρατηρήθηκε και σε άλλα σύμπλοκα γλυκοπυρανόζυλο-ουρακίλης-GPb 
(Oikonomakos 2002).   
Υπέρθεση των δομών του συμπλόκου στη δομή της ελεύθερης GPb 
αποκάλυψε πως δεν προκαλούνται σημαντικές δομικές μεταβολές στα αμινοξικά 
κατάλοιπα του καταλυτικού κέντρου του ενζύμου κατά  τη σύνδεση του αναστολέα. 
(RMSD=1.09 Å). 
O2' His377 O 
Σύνολο 78  
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